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profil izražanja kandidatnih genov, smo uporabili metodo qPCR. Analiza podatkov 
je pokazala, da se krajša oblika gena TFAM (proteinu TFAM manjka HMG enota 1, 
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mitohondrijske biogeneze. Z analizo regulatornih poti smo lahko dokazali, da so 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
acetil-CoA acetil koencim A 
ACTB  beta aktin 
ADP  adenozin di fosfat 
adPEO  avtosomna dominantna kronična oftalmoplegija 
ATP  adenozin tri fosfat 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
DNMT  DNA metiltransferaza 1 
DRP1  dinamin 1 
dsDNA dvovijačna DNA 
EST  podatkovna baza kratkih sekvenc transkriptov pri GenBank 
FADH2 flavin adenin dinukleotid 
FAO  oksidacija maščobnih kislin 
GSK-3 glikogen sintaza kinaza 3 beta 
kb  kilo baz 
LONP1 lon peptidaza 1 
LXXLL oznaka za določeno vezavno mesto; sekvenca s petimi amino kislinami; L – 
leucin; X – katerakoli aminokislina 
m-AAA mitohondrijska proteaza podenota 
MEF-1 mitohondrijski RNAediting faktor 1 
MFN1  mitofusin 1 
MFN2  mitofusin 2 
MFN2  mitofuzin 2 
MST1R makrofak stimulirajoči receptor 1 
mtDNA mitohondrijska deoksiribonukleinska kislina 
mtSSB  mitohondrijski enoverižni DNA-povezujoči protein 
NADH nikotinamid adenin dinukleotid 
NRF-1 jedrni respiratorni faktor 1 
NRF2 jedrni respiratorni faktor 2 
OMA1  mitohondrijska cink metalopeptidaza 
OPA1  mitohondrijska dinamin podobna GTPaza 
OXPHOS oksidativna fosforilacija 
PCA  analiza glavnih komponent 
POLG  DNA polimerazna podenota gama (tudi POL) 
POLRMT mitohondrijska RNA (DNA usmerjena) polimeraza 
PPARGC1A peroksisom proliferator-aktiviran receptor gamma koaktivator 1-alfa (tudi 
PGC-1) 
qPCR  kvantitativni PCR 
RIN  neoporečnost RNA 
RNAi  RNA-interferenca 
rRNA  ribosomska ribonukleinska kislina 
SDHA  sukcinat dehidrogenazni kompleks podenota A 
SDHB  sukcinat dehidrogenazni kompleks podenota B 
SDHC  sukcinat dehidrogenazni kompleks podenota C 
SDHD  sukcinat dehidrogenazni kompleks podenota D 
SDM  model izpodrivanja verige 
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SMA  Hutchinson-Gilford progerija 
SNP  polimorfizem posameznih nukleotidov 
SR  serin arginin bogati protein 
TBP  TATA vezavni protein 
TEM  transmisijski elektronski mikroskop 
TFAM mitohondrijski transkripcijski faktor A 
TOM/TIM premestitveni kompleks 
TWNIKLE twinkle mtDNA helikaza 
UCP-1  razklopni protein 1 
UCP-2  razklopni protein 2 
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1 UVOD S PREDSTAVITVIJO PROBLEMATIKE, CILJEV IN HIPOTEZ 
Biogeneza mitohondrijev je proces, ki poteka v evkariontskih celicah in na ta način omogoča, 
da se celice prilagajajo različnim energetskim potrebam. Ob povečanju števila mitohondrijev 
lahko celica poveča proizvodnjo molekul ATP (adenozin tri fosfat) in tako zadosti potrebam 
po energiji. Biogenezo mitohondrijev lahko sprožijo okoljski dejavniki, kot so povečana 
telesna aktivnost, stradanje ali nizke okoljske temperature.  Za normalen potek biogeneze 
mitohondrijev je potrebno usklajeno delovanje jedrnega in mitohondrijskega genoma 
(mtDNA). Mitohondriji so v živalskih celicah edine organele, ki imajo svojo lastno DNA. 
Obstoj mtDNA, ki predstavlja ostanek genoma -protobakterij, podpira endosimbiontsko 
teorijo o nastanku mitohondrijev in priča o usklajeni koevoluciji jedrnega in 
mitohondrijskega genoma. Sekvenciranje številnih mitohondrijskih genomov različnih 
evkariontskih vrst je pokazalo, da je bila mtDNA deležna številnih sprememb tekom 
evolucije evkariontov. Zmanjšanje števila genov v mtDNA pojasnjujemo v glavnem s 
prenosom genov iz mtDNA v jedrno DNA, delno pa tudi s postopnim prevzemanjem funkcij 
v mitohondrijih s strani jedrno kodiranih proteinov. Prekurzorski proteini, ki jih kodirajo 
jedrni geni in se sintetizirajo na citosolnih ribosomih, se vežejo s šaperoni, ki jih usmerijo 
do mehanizma za prenos proteinov skozi zunanjo membrano mitohondrija (TOM kompleks). 
Pred prenosom skozi membrano se proteini razvijejo, da lahko potujejo skozi proteinske 
kanalčke v zunanji membrani, skozi medmembranski prostor do proteinskih kanalčkov v 
notranji membrani mitohondrija (TIM kompleks). Ko prekurzorski protein preide skozi 
notranjo membrano v matriks mitohondrija, mitohondrijska procesna peptidaza odreže 
tarčno sekvenco proteina in ponovno zvije protein v njegovo zrelo, aktivno, obliko. 
Za normalen potek biogeneze mitohondrijev je potrebno usklajeno izražanje več kot 1500 
genov. Med njimi so tudi regulatorji biogeneze kot na primer PPARGC1A, ki je jedrni 
koaktivator in aktivira različne transkripcijske faktorje kot na primer NRF-1, NRF-2 ti pa 
aktivirajo izražanje mitohondrijskega transkripcijskega faktorja TFAM (ang. Transcription 
factor A mitochondria). TFAM je pomemben transkripcijski faktor, ki je nujno potreben za 
transkripcijo mtDNA, umestitev polimeraze gama (POLG) in mitohondrijske RNA 
polimeraze (POLRMT) na regulatorno regijo mtDNA, odgovoren pa je tudi za prekrivanje, 
dimeriziranje in zgoščevanje mtDNA. Proces alternativnega vključevanja intronov omogoča 
nastanek dveh različnih procesiranih mRNA za TFAM.  
Na osnovi podatkov o izražanju genov PPARGC1A, TFAM, NRF-1 in NRF-2, POLG, 
TWINKLE, SIRT1, LONP1 in OMA1, smo s pomočjo bioinformacijskih metod in statistične 
obdelave analizirali medsebojni vpliv genov in regulatorne poti, ki jih povezujejo. V naši 
raziskavi smo se osredotočili na raven izražanja kandidatnih genov, ker pri prašiču ni dovolj 
podatkov o vplivu mutacij v kandidatnih genih na fenotip živali. 
Z analizo aktivnosti citokrom c oksidaze in slikanjem mišičnih tkiv pod elektronskim 
mikroskopom smo pokazali, da je aktivnost in število mitohondrijev v mišicah, kjer 
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prevladuje rdeči tip mišičnih vlaken, večja kot v mišicah, kjer prevladuje beli tip mišičnih 
vlaken, saj v mišicah z večjim deležem rdečih mišičnih vlaken prevladuje oksidativni tip 
metabolizma energije. To dejstvo potrjuje pozitivna korelacija med aktivnostjo citokrom c 
oksidaze in ravnjo izražanja kandidatnih genov.  
Namen doktorske disertacije je bil proučiti pomen izbranih kandidatnih genov za proces 
biogeneze mitohondrijev. Prvi kandidat je bil mitohondrijski transkricijski faktor TFAM, ki 
ima poleg transkripcijskega faktorja tudi vlogo pri zaščiti mitohondrijske DNA. Skušali smo 
osvetliti razlike v procesiranju transkriptov za TFAM v različnih tkivih in ugotoviti kakšne 
so posledice alternativnega procesiranja mRNA za strukturo TFAM. Z analizo izražanja 
nabora kandidatnih genov za uravnavanje biogeneze mitohondrijev (PPARGC1A, NRF-1 in 
NRF-2, POLG, TWINKLE, SIRT1, LONP1 in OMA1) v različnih tkivih in bioinformacijsko 
analizo njihovih medsebojnih povezav smo skušali pojasniti njihovo vlogo v kompleksnem 
procesu biogeneze mitohondrijev.     
1.1 HIPOTEZE 
1. Mutacije v jedrnih genih vplivajo na biogenezo mitohondrijev. 
 
2. Število in aktivnost mitohondrijev sta odgovorna za izoblikovanje različnih tipov 
mišičnih vlaken.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 MITOHONDRIJ 
Mitohondriji so celične organele, ki omogočajo celično dihanje in proizvodnjo energije saj 
s pomočjo kisika, ki je dostopen v celici, pretvorijo kemično energijo iz hrane v energijo v 
obliki adenozin tri-fosfata (ATP), ki je celici lahko dostopna. Ta proces imenujemo 
oksidativna fosforilacija. Mitohondriji imajo premer od 0,5 do 1 µm in so od citoplazme 
ločeni z dvojno membrano. Zunanja membrana ločuje mitohondrije in citosol, notranja pa 
oblikuje mitohondrijske zavoje (cristae). V notranjo membrano je vgrajen tudi encimski 
kompleks, ki izvaja oksidativno fosforilacijo. V proces oksidativne fosforilacije vstopita 
NADH in FADH2, ki sta nastala v ciklu citronske kisline. Elektroni iz NADH in FADH2 se 
vežejo s kisikom. Sproščanje elektronov iz NADH omogoča vezava na proteinski kompleks 
I, sproščanje elektronov iz FADH2 pa vezava na proteinski kompleks 2. V tej reakciji se 
sprosti velika količina energije, ki jo porablja encim ATP-sintaza, da lahko adenozin di-
fosfat (ADP)  pretvori nazaj v ATP. Sproščeni elektroni morajo pred vezavo s kisikom preiti 
skozi serijo membranski proteinov, ki jih imenujemo elektronska transportna veriga, in je 
sestavljena iz štirih kompleksov v notranji membrani mitohondrijev. V prvem kompleksu 
NAHD dehidrogenaza odstrani dva elektrona iz molekule NADH in jih prenese na ubikvinon, 
pri čemer nastane ubikvinol. Prvi kompleks tako lahko prenese štiri protone skozi membrano 
in ustvari protonski gradient. Sukcinat dehidrogenaza, ki je del kompleksa II, s pomočjo 
flavin adenin dinukletida (FAD) doprinese dodatne elektrone v kvinonski bazen. Kompleks 
II je sestavljen iz štirih podenot in sicer: podenote A (SDHA), podenote B (SDHB), podenote 
C (SDHC) in podenote D (SDHD). Iz ubikvinola se v kompleksu III (CoQH2-citokrom c 
reduktaza) odcepita dva elektrona in se preneseta na dve molekuli citokroma c, ki se nahaja 
v medmembranskem prostoru mitohondrija. V kompleksu IV pa citokrom c oksidaza 
odstrani štiri elektrone iz molekule citokroma c in jih prenese na kisik ter tako proizvede dve 
molekuli vode. Obenem pa iz mitohondrijskega matriksa odstrani osem protonov, ki 
prispevajo k protonskemu gradientu (Boyer in sod., 2005). 
Štirje membranski proteinski kompleksi, ki so pomembni za oksidativno fosforilacijo, 
vsebujejo polipeptide, katerih geni so kodirani tako v jedrni DNA kot v mtDNA. 
Mitohondrijska DNA kodira 13 proteinov, dve mt-RNA in 22 tRNA. Proteini, ki jih kodira 
mtDNA, so podenote sklopa za oksidativno fosforilacijo (OXPHOS) in se sintetizirajo v 
mitohondriju. Translacijo mitohondrijske mRNA omogoča mitoribosom, katerega rRNA 
podenoti sta tudi kodirni v mtDNA, vendar pa je 80 proteinov, ki so del tega aparata, kodirnih 
v jedrni DNA. Sinteza teh proteinov poteka na citosolnih ribosomih, nato pa jih transportni 
mehanizem v membrani mitohondrija uvozi v matriks mitohondrija. Mitoribosom sintetizira 
v mtDNA kodirane podenote encimskega kompleksa, ki tvori sklop, ki omogoča oksidativno 
fosforilacijo (Mai in sod., 2017). 
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V mitohondrijih poteka tudi sinteza steroidnih hormonov. Miller (2013) navaja, da 
mitohondrij proizvaja šest razredov steroidnih hormonov (glukokortikoidi, 
mineralokortikoidi, estrogeni, progestini, androgeni in kalciferoli), ki so zelo pomembni za 
uravnavanje bioloških procesov pri sesalcih. Sinteza steroidnih hormonov poteka iz 
holesterola preko kompleksnih biosintetskih poti s pomočjo encimov v mitohondrijih, ki so 
specifični za določena tkiva. V mitohondrijih poteka tudi sinteza lipidov, ki je pomembna 
zato, ker imajo mitohondirji pomembno vlogo pri celični lipidni homeostazi (Mesmin, 2016). 
Mitohondriji v celici nadzorujejo sintezo nekaterih pomembnih membranskih fosfolipidov, 
kot sta fosfatidiletanolamin in fosfatidilholin (Trotter in sod., 1993).  
V mitohondriju poteka podvojevanje mtDNA, transkripcija in translacija, razgradnja 
sladkorjev (Krebsov cikel) in dolgoverižnih maščobnih kislin (Conley in sod., 2007; Lee in 
Wei, 2005; McBride in sod., 2006). Cikel citronske kisline je sestavljen iz vrste kemijskih 
reakcij s katerimi mitohondriji sproščajo energijo iz ogljikovih hidratov, maščob in 
proteinov tako, da oksidirajo acetil-CoA v mitohondrijskem matriksu (Wagner, 2014). 
NADH, ki nastane v ciklu citronske kisline, se nato porablja v procesu oksidativne 
fosforilacije. 
Oblika, velikost in število mitohondrijev v celicah se razlikuje glede na tip celice in funkcijo, 
ki jo celica opravlja. Zaradi energijskih zahtev celice, fizioloških in okoljskih razmer, se 
lahko število mitohondrijev v celici relativno hitro spremeni (Lee in Wei, 2005). V celicah 
konstantno poteka fizija in fuzija mitohondrijev. Ker ima vsak organ oziroma tkivo različen 
metabolni profil in, ker so zahteve po energiji različne, se to odraža tudi na številu 
mitohondrijev. V jetrih, na primer, lahko najdemo od 1000 do 2000 mitohondrijev v eni sami 
celici, kar predstavlja 20 % celičnega volumna (Alberts in sod., 2002), v mišičnih celicah pa 
količina mitohondrijev lahko predstavlja med 1 % in 45 % celičnega volumna (Leary in sod., 
2003). V različnih tipih celic lahko mitohondriji pridobivajo ATP iz različnih snovi, tako na 
primer mitohondriji v kardiomiocitah ATP večinoma pridobivajo iz oksidacije maščobnih 
kislin (Kunz, 2003; Johnson in sod., 2006), v možganih pa mitohondriji za proizvodnjo 
energije s pomočjo tiolaze II porabljajo acetoacetate. Celice skeletnih mišic tipa I so pri 
sesalcih aerobnega tipa, imajo večji delež kapilar, mioglobina in lipidov, zato imajo za 
tvorbo ATP veliko število mitohondrijev, ki izvajajo oksidativno fosforilacijo (OXPHOS) 
(Kim in sod., 2004). Mitohondriji v celicah skeletnih mišic tipa I lahko za proizvodnjo ATP 
uporabijo tudi maščobne kisline in ketone. V mišicah tipa IIa pa najdemo celice, ki imajo 
veliko število po velikosti manjših mitohondrijev, ki so sposobni oksidirati samo glikolitične 
produkte. V nasprotju s skeletnimi mišicami tipa I in IIa v celicah skeletnih mišicah tipa IIb 
poteka anaerobna glikoliza in zaradi tega te celice vsebujejo manj mitohondrijev (Forner in 
sod., 2006). 
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Slika 1: Mitohondrij (Lodish in sod., 2008). 
Figure 1: Mitochondrion (Lodish et al., 2008). 
Oksidativna fosforilacija je proces, v katerem celica v mitohondrijih oksidira hranila, pri 
čemer se sprosti energija, ki jo mitohondriji porabijo za tvorbo molekul ATP. Med 
oksidativno fosforilacijo se elektroni prenašajo med elektronskimi donorji na elektronske 
akceptorje (kisik). Pri teh redoks reakcijah se sprosti velika količina energije (Rustin in 
Jacobs, 2009). V celicah evkariontov se redoks reakcije vršijo na notranji membrani 
mitohondrijev, kjer se nahaja serija proteinskih kompleksov. Te, med seboj povezane 
proteine na notranji mitohondrijski membrani, imenujemo elektronska transportna veriga. 
Elektronska transportna veriga vsebuje pet kompleksov: NADH-koencim Q 
oksidoreduktaza (kompleks I), sukcinat-Q oksidoreduktaza (kompleks II), Q-citokrom c 
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oksidoreduktaza (komplex III), citokrom c oksidaza (kompleks IV) in ATP sintaza 
(kompleks V) (Menshikova in sod. 2007). 
 
Slika 2: Proces proizvodnje ATP na notranji membrani mitohondrija (Belevich in Wikstrom, 
2017). 
Figure 2: ATP formation on mitochonrial inter membrane (Belevich & Wikstrom, 2017). 
2.1.1 Fuzija in fisija mitohondrijev 
Ko mitohondrije opazujemo v celici pod mikroskopom, lahko opazimo, da se morfološko 
med seboj razlikujejo in hitro spreminjajo. Oblika mitohondrijev se stalno spreminja zaradi 
premikanja, fisije in fuzije. Pri fisiji mitohondrijev sodeluje protein, iz družine dinaminov 
(ang. dynamin family),  DRP1 (ang. density-regulated protein) (Youle in Bliek, 2012). DRP1, 
ki se nahaja v citosolu, tvori spiralne formacije okoli mitohondrijev, kar je prikazano na sliki 
3(b), ki začnejo stiskati mitohondrijsko zunanjo in notranjo membrano, običajno na mestih 
kjer se mitohondriji dotikajo endoplazmatskega retikuluma (Friedman in sod., 2012). 
Da pride do fuzije dveh mitohondrijev, morajo pri procesu združevanja sodelovati trije 
proteini. Prva dva proteina, ki spadata v družino membransko sidranih dinaminov, sta MFN1 
in MFN2, ki sodelujeta pri fuziji zunanje membrane mitohondrijev. Pri fuziji notranje 
membrane mitohondrijev pa sodeluje protein OPA1 (slika 3(a)). Izražanje vseh proteinov, 
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ki sodelujejo pri fuziji in fisiji, je uravnavano s proteolizo in posttranslacijskimi 
modifikacijami (Hoppins in sod., 2007).  
Za rast in delitev celic je mitohondrijska fisija zelo pomemben proces, saj s pomočjo le-tega 
celica lahko doseže potrebno število mitohondrijev (Youle in Bliek, 2012). Pomen teh 
procesov je izjemen tudi pri počasi rastočih celicah, kot so na primer živčne celice. Te celice 
ne morejo preživeti brez mitohondrijske fuzije in fisije, saj pride ob okvarah teh procesov 
do nastanka bolezni, kot so dominantna optična atrofija in bolezen Charcot Marie Tooth tipa 
2A. Pomembnost mitohondrijske fuzije so Chen in sod. (2003) prikazali na mišjem modeu 
z izničenima genoma Mfn1 in Mfn2, ki so zamrle in utero. Embriji, ki jim je manjkal gen 
Mfn2, so imeli hudo prizadeto placentalno plast trofoblastnih celic; embriji brez gena Mfn1  
pa niso imeli prizadetih trofoblastov (Chen in sod., 2003). 
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Slika 3: Grafični prikaz mitohondrijske fuzije in fisije (Chen in Chan, 2006).  
A) prikazuje mitohondrijsko fuzijo kjer sodelujejo OPA1 in MFN1 ter MFN2. B) prikazuje mitohondrijsko 
fisijo, kjer sodelujeta proteina DRP1 in FIS1 kot transmembranski protein, ki prekrije zunanjo mitohondrijsko 
membrano. 
Figure 3: Fusion and fision of mitochondria (Chen & Chan, 2006).  
A) mitochondrial fusion where OPA1, MFN1 and MFN2 are involved. B) mitochondrial fision where protein 
DRP1 and transmembrane protein FIS1 are shown. FIS1 covers mitochondrial outer membrane. 
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2.2 MITOHONDRIJSKA DNA (mtDNA) 
Mitohondrijsko DNA sestavlja 37 genov, ki kodirajo 13 proteinskih podenot elektronske 
transportne verige, kot tudi dve podenoti rRNA in 22 tRNA, ki so nujno potrebne za 
translacijo transkriptov, ki so kodirani v mtDNA (Chan, 2006). Mitohondrijska DNA pri 
prašiču je dolga 16.770 baznih parov in je krožne oblike (Slika 4) (Li in sod., 2013) . V 
mitohondriju je mtDNA zgoščena in pakirana v mitohondrijske nukleoide, ki jih imenujemo 
tudi DNA-proteinski kompleksi. Mitohondrijski nukleoid je stabilna tvorba, ki preprečuje 
mutacije in poškodbe mtDNA (Kucej in Butow, 2007; Spelbrink, 2010; Bogenhagen, 2012). 
Vsi faktorji, ki so potrebni pri replikaciji mtDNA so kodirani v jedrni DNA (Beal, 2000). 
 
Slika 4: Prikaz mitohondrijske DNA s kodogenimi regijami (Falkenberg in sod., 2007). 
Figure 4: Mitochondrial DNA with coding and noncoding regions (Falkenberg et al., 2007) 
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V mtDNA se nahajata dve verigi, ki ju imenujemo H-veriga (ang. H=heavy) in L-veriga 
(L=light). Večina mitohondrijske DNA je sestavljena iz kodirajočih regij. Edina izjema je 
manjša nekodirajoča regija, dolga 1,1 kb, ki jo imenujemo D-zanka (ang. D-loop = 
displacement loop) in igra pomembno vlogo pri transkripciji in replikaciji mtDNA (Pinto in 
Moraes, 2015). Replikacija mtDNA poteka neodvisno od celičnega cikla in vsi encimi, ki so 
potrebni za replikacijo in transkripcijo, so kodirani v jedrnih genih in pridejo v mitohondrij 
iz citoplazme (Falkenberg in sod., 2007). Za začetek replikacije mtDNA so pomembni RNA 
začetni oligonukleotidi, ki jih sintetizira POLRMT (Polymerase (RNA) mitochondrial (DNA 
directed)) (Akhmedov in Marín-García, 2015).  
Med DNA replikacijo TWINKLE helikaza odvije dvoverižno DNA (dsDNA), kot je 
prikazano na sliki 5, in ustvari enoverižno DNA (ssDNA) kamor se lahko pripne mtDNA 
polimeraza γ, ki lahko sintetizira komplementarno verigo (Jemt in sod., 2011). Pred tem pa 
POLRMT (tudi RNA-pol) sintetizira RNA začetne oligonukleotide, ki jih po tem RNaza H1 
razgradi (Akhmedov in Marín-García, 2015), mtSSB (ang. mitochondrial single-stranded 
DNA-binding protein) pa se veže na enoverižno DNA in jo zaščiti pred nukleolizo (Kaguni, 
2004; Korhonen in sod., 2004). TWINKLE je helikaza, ki je nujno potrebna za in vivo 
podvojevanje mtDNA (Spelbrink in sod., 2001), saj lahko samostojno razvije kratke enote 
dvoverižne DNA v smeri 5'3' (Korhonen in sod., 2003). TWNIKLE, mtDNA polimeraza 
γ (POLγ) in mitohondrijski ssDNA-binding protein (mtSSB) ustvarijo replisom, ki lahko 
sintetizira enoverižno DNA molekulo dolžine več kot 16 kilobaz (Korhonen in sod., 2004). 
 
Slika 5: Shema replikacijskih vilic na mitohondrijski DNA, ki prikazuje najpomembnejše 
proteine pri replikaciji DNA (Akhmedov in Marín-García, 2015). 
Nastajajoča veriga DNA, ki jo sintetizira Polγ, je označena z rdečo črto, začetni oligonukleotid, ki ga sintetizira 
POLRMT (označen z ornažno nazobčano črto) pa že razgrajuje RNaza H1 (označena z rumeno barvo). 
Helikaza TWINKLE odvija dvoverižno vijačnico, ki jo prekriva mtSSB. 
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Figure 5: Schematic diagram of mitochondrial DNA replication fork with important proteins  
(Akhmedov & Marin-Garcia, 2015).  
Most important proteins in DNA replication are shown. Polγ synthesizes DNA chain (red line), primer 
synthesized by POLRMT (jagged red line), Rnase H1 (yellow) is breaking down primer. TWINKLE helicase 
unwinding the downstream DNA, when unwind its coated by mtSSB. 
Obstajata dve teoriji o replikaciji mtDNA. Prva, ki je v veljavi že nekaj desetletij, temelji na 
modelu izpodrivanja verige (ang. strand displacement model – SDM) (Robberson in sod., 
1972), kjer se obe verigi, H- in L-veriga, neprestano, asimetrično, enosmerno in asinhrono 
podvajata ob uporabi dveh različnih začetnih mest za replikacijo, OriH in OriL (slika 6, A) 
(Fonseca in sod., 2014). OriH je replikacijska regija na H-verigi, ki se nahaja na 
nekodirajočem fragmentu mtDNA, imenovanem kontrolna regija; OriL pa je regija, kjer se 
začne replikacija L-verige. Sinteza nastajajoče H-verige se začne na OriH regiji, in ko 
replikacijske vilice dosežejo regijo kjer se nahaja OriL, le-ta postane enoverižna in oblikuje 
zanko (ang. stem-loop), ki pospeši replikacijo L-verige v nasprotni smeri (Wong in Clayton, 
1985; Fusté in sod., 2010; Wanrooij in Falkenberg, 2010; Wanrooij in sod., 2012). 
 
 
Slika 6: Dva modela replikacije mtDNA (Vega in sod., 2015).  
Pri obeh modelih se replikacija začne ob prisotnosti TWNIKLE helikaze (oranžno) in POLG (rumeno). 
Replikacija vodilne verige (modra barva) se začne na OH mestu, zastajajoče verige (rdeča barva) pa na OL 
(smer prikazana z rdečo puščico). Pri SDM modelu (A) naj bi se mtSSB protein vezal na H-verigo med 
replikacijo vodilne verige, pri modelu RITOLS (B) pa naj bi se na H-verigo vezala RNA (črtkana črta). 
Figure 6: Two models of mtDNA replication  (Vega et al., 2015). 
In both models, replication starts by TWNIKLE helicase (orange) and POLG (yellow). Replication of lead 
strand (blue) starts at OH spot, replication of lagging strand (red) begins at OL. With SDM model (A) mtSSB 
protein binds (green) to to H – strand during leading strand replication; RITOLS model (B) proposes portions 
of RNA (dottend line) binding to H – strand. 
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Kot drugi model je predlagan model RITOLS (ang. ribonucleotide incorporation throughout 
the lagging strand). Obe teoriji, SDM in RITOLS, predlagata, da je za začetek podvojevanja 
mtDNA potreben kompleks TWNIKLE-POLγ, le da pri modelu RITOLS med 
podvojevanjem nastaja komplementarna RNA, ki nastane med transkripcijo mtDNA in 
pokriva izpostavljeno enoverižno DNA (Yasukawa in sod., 2005). 
2.2.1 Biogeneza mitohondrijev 
Biogeneza mitohondrijev je opredeljena kot rast in podvojevanje mitohondrijev v celicah. 
Ker imajo mitohondriji svoj genom, imajo sposobnost samostojnega podvojevanja (Ventura-
Clapier in sod., 2008). Biogeneza mitohondrijev je zelo kompleksen proces, ki zahteva 
sintezo komponent, njihov prehod skozi membrano in vključitev proteinov in lipidov v 
obstoječe mitohondrije in v proces podvojevanja mtDNA (Hock in Kralli, 2009). Za proces 
biogeneze mitohondrijev je potrebno izražanje okoli 1500 genov, ki so kodirani na jedrni in 
mitohondrijski DNA (Goffart in Wiesner, 2003; Levin in sod., 2014). Uravnavanje izražanja 
teh genov, ki so večinoma kodirani v jedru, poteka s pomočjo transkripcijskih mehanizmov 
(Scarpulla, 2002a). Transkripcijska regulacija je močno kontrolirana v procesu iniciacije 
kompleksa RNA polimeraze II, ki se veže na promotor gena (Goffart in Wiesner, 2003). Ta 
kompleks je sestavljen iz več desetih proteinov. Ob začetku vezave teh proteinov v kompleks, 
se sproži vezava drugih osnovnih transkripcijskih faktorjev (Sp1 in YY1), sproži pa se tudi 
izražanje transkripcijskih faktorjev, ki so potrebni za prepisovanje mitohondrijske DNA, kot 
sta NRF1 in NRF2 ter TFAM (Chow in sod., 2007; Scarpulla, 2008). 
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Slika 7: Biogeneza mitohondrijev (Hood in sod., 2006). 
Figure 7: Mitochondrial biogenesis (Hood et al., 2006). 
2.3 URAVNAVANJE MITOHONDRIJSKE BIOGENEZE 
Zaradi vpletenosti številnih genetskih in okoljskih dejavnikov v biogenezo mitohondrijev, 
je to zelo kompleksen proces. Med genetskimi dejavniki igrajo pomembno regulatorno vlogo 
NRF-1 in NRF-2 (ang. nuclear respiratory factor) (Lee in Wei, 2005), PPARGC1A (ang. 
peroxisome proliferator-activated receptor γ coactivator-1α), TFAM (ang. mitochondrial 
transcription factor A) (Santos in sod., 2011), POLG (ang. DNA polimeraza γ) (Wanrooij in 
Falkenberg, 2010), POLRMT (mitohondrijska RNA polimeraza) in TWINKLE (Tyynismaa 
in sod., 2004). Neuravnano izražanje genov, ki so vključeni v biogenezo mitohondrijev, 
lahko pripelje do neustrezne oskrbe celic z energijo, kar zmanjšuje fiziološke sposobnosti 
celice (Wallace, 1999). Te spremembe lahko pripišemo celičnemu staranju (Conley in sod., 
2007), nastanku raka in degenerativnih bolezni ter programirani celični smrti (Wallace, 
1999). 
Mitohondriji so najverjetneje nastali s simbiozo alfa-proteobakterij s pra-celicami; 
posledično se je razvil obligatorni endosiombiontski odnos. Skozi koevolucijo so te alfa-
proteobakterije postale edini celični vključki v živalskih celicah, ki imajo svojo DNA, ki 
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sicer kodira samo 37 genov, ostali geni za delovanje mitohondrija pa so zapisani v jedrni 
DNA. Prepisi teh jedrnih genov se prevedejo na citoplazemskih ribosomih in proteini preko 
posebnega mehanizma v mitohondrijski membrani vstopijo v mitohondrije (Levin in sod., 
2014). Zaradi relativno visoke stopnje mutacij je sinhronizirana koevolucija v mitohondrijih 
in v jedru kodiranih komponent zelo pomembna (Bar-Yaacov in sod., 2012). Koadaptacija 
beljakovin, ki jih kodirata mtDNA in jedrna DNA, je osnova preživetvene sposobnosti 
evkariontonv, saj jedrni in mitohondrijski geni skupno kodirajo proteine, ki so potrebni za 
proces oksidativne fosforilacije (Hill, 2016). 
2.3.1 PPARGC1A (peroksisom proliferator – aktiviran receptor gama koaktivator 1-
alfa) 
Gen PPARGC1A (tudi PGC-1, PGC-1A ali PGC-1α) kodira protein PPARGC1A, ki kot prvi 
v procesu mitohondrijske biogeneze preko jedrnih transkripcijskih faktorjev aktivira 
transkripcijo v jedru kodiranih proteinov, med katerimi je tudi mitohondrijski transkripcijski 
faktor (TFAM). Koncentracija PPARGC1A je visoka v tkivih, ki imajo visoko stopnjo 
oksidativne aktivnosti, kot na primer srčna mišica, jetra, in skeletne mišice (Ventura-Clapier 
in sod., 2008). V maščobnem tkivu in mišicah se zaradi termo regulacije (predvsem 
izpostavljanje mrazu) raven PPARGC1A dvigne, to pa povzroči zvišanje stopnje 
metabolizma v celicah teh tkiv. Stopnja metabolizma, se preko povišanja PPARGC1A, zviša 
tudi v srčni mišici in celicah mišic po dolgem fizičnem naporu organizma (Puigserver in 
sod., 1998; Goto in sod., 2000; Lehman in sod., 2000). 
PPARGC1A lahko uravnava mitohondrijsko aktivnost na način, ki je določen za nek tip 
celice (Knutti in Kralli, 2001). V adipocitah PPARGC1A inducira razklopni protein UCP-1 
na notranji membrani mitohondrija, kar lahko povzroči zaustavitev (razklopitev) oksidacije 
in proizvodnje ATP in toplote. V mišicah pa PPARGC1A inducira razklopni protein UCP-
2 in s tem stimulira razklopljeno (proizvodnja toplote) in sklopljeno (proizvodnja ATP) 
celično dihanje. V miocitah PPARGC1A ne aktivira UCP-jev in stimulira samo sklopljeno 
(proizvodnja ATP) respiracijo. Ti izsledki kažejo, da PPARGC1A spodbuja mitohondrije, 
da metabolizem prilagodijo specifičnim tkivnim potrebam (Puigserver in sod., 1998; Wu in 
sod., 1999; Lehman in sod., 2000; Nedergaard in sod., 2001). 
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Slika 8: Vpliv izražanja gena PPARGC1A na termogenezo (Crowley in sod., 2002).  
PPARGC1A koordinira transkripcijo genov, ki so vpleteni v termogenezo, koordinira tudi gene ki se izražajo 
pri mitohondrijski respiratorni verigi, kot so geni za sintezo ATP sintaze in citokrom c oksidaze. PPARGC1A 
pa sodeluje tudi v biogenezi mitohondrijev. 
Figure 8: PPARGC1A expression impact on thermogenesis (Crowley et al., 2002).  
PPARGC1A seems to coordinating transcription of genes, which are involved in thermogenesis. It coordinates 
genes which are expressing in mitochondrial respiration chain (ATP synthesis cytochrome c oxidase). 
PPARGC1A is involved in mitochondrial biogenesis. 
V skeletnih mišicah pri ljudeh se transkripcija PPARGC1A poveča v fazi regeneracije po 
obremenitvi mišice (Pilegaard in sod., 2003). Aktivacija PPARGC1A naj bi bila povečana 
med treningom skeletnih mišic in se pojavi ob odsotnosti kalcijevih signalnih proteinov ali 
transkripcijskih faktorjev (npr. NRF-1 in NRF-2).  PPARGC1A se v skeletnih mišicah med 
počivanjem nahaja v citosolu celic, obremenitev mišice (mišično delo) pa povzroči, da se 
protein iz citosola preseli v jedro celice. S tem PPARGC1A aktivira transkripcijske faktorje, 
za katere je koaktivator (npr.: MEF2), poviša pa se tudi izražanje PPARGC1A. Povišana 
raven PPARGC1A povzroči, da se v mišicah aktivira mitohondrijska biogeneza (Wright in 
sod. 2007). Holloszy (1967) je v svoji raziskavi dokazal, da se koncentracija citokroma c v 
mišicah podgan poviša, če so podgane izpostavljene gibanju v obdobju treh mesecev po 
petkrat na teden. Povišala pa se je tudi aktivnost ključnih mitohondrijskih encimov, ki so 
pomembni akterji v oksidativni fosforilaciji. Enako so pokazale raziskave pri ljudeh. 
Primerjali so delež rdečih oksidativnih mišic v telesu med profesionalnimi in rekreativnimi 
šporniki ter nešportniki, in potrdili večji delež rdečih oksidativnih mišic in večjo aktivnost 
sukcinat dehidrogenaze pri profesionalnih športnikih v primerjavi z rekreativnimi športniki 
in nešportniki (Gollnick in sod., 1972; Hoppeler in sod., 1973; Fink in sod., 1977). 
Hipertrofija je pomemben proces pri razvoju in adaptaciji srca na trening. Raven izražanja 
PPARGC1A naj bi se pri telovadbi in pri velikih telesnih obremenitvah, kjer pride do 
hipertrofije, povišala (Neill in sod., 2007; Watson in sod., 2007).  Pri patološki hipertrofiji 
in odpovedi srca je znano, da je zmanjšano izražanje FAO encimov (angl. fatty acid-
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oxidation enzyme) in drugih mitohondrijskih proteinov (Sack in sod., 1996; Garnier in sod., 
2003). Garnier in sod. (2003) so v svoji študiji dokazali, da je zmanjšanje mitohondrijske 
funkcije v srčni mišici in skeletnih mišicah povezano z znižanjem ravni PPARGC1A in 
njegovih navzdolnjih efektorjev ter NRF2 in TFAM. S povečanim tveganjem za 
hipertrofično kardiomiopatijo so tudi povezali SNP (ang. single nucleotide polymorphisms) 
v genu PPARGC1A  kar nakazuje, da je lahko znižano izražanje PPARGC1A in njegove 
kaskade molekularna osnova za energetsko stradanje v celicah srca, ki odpoveduje (Wang 
in sod., 2007). 
Smrt zaradi bolezni srca pri ekstremno debelih ljudeh in ljudeh z diabetesom, je zelo pogosta. 
Debelost in diabetes sta kompleksna metabolna sindroma. Študije so pokazale, da je funkcija 
mitohondrijev v srčni mišici zmanjšana pri podganah z diabetesom. Pri diabetesu tipa I je 
izražanje PPARGC1A zmanjšano (Chang in sod., 2006). Zmanjšano izražanje gena 
PPARGC1A pa je pri debelih ljudeh povezano tudi z zmanjšano mitohondrijsko gostoto v 
tkivih in poškodbami samih mitohondrijev (Reznick in sod., 2007).  
2.3.2 TFAM (mitohondrijski transkripcijski faktor A) 
TFAM vsebuje sedem eksonov in šest intronov (Ensembl, 2015). Ima molekularno maso 25-
kDa, veže se na mtDNA (Falkenberg in sod., 2007) in je zelo pomemben transkripcijski 
faktor v biogenezi mitohondrijev. Protein vsebuje dve HMG zaporedji (ang. HMG box 1 in 
2). Zaradi teh zaporedij naj bi TFAM sodeloval pri pakiranju mtDNA (Alam in sod., 2003) 
zvijanju mtDNA (slika 9) in zaščiti mtDNA pred delecijami (Wang in sod., 2013). 
 
 
Slika 9: Prikaz, kako se TFAM veže na mtDNA, tvori zanke, dimerizira in zgosti 
mtDNA(Campbell in sod., 2012). 
Koncentracija TFAM na mtDNA je označena z modrim trikotnikom. Prej vezane molekule TFAM (označeno 
z zeleno) še bolj stimulirajo vezavo proteina TFAM dokler ni dosežena maksimalna kompaktnost mtDNA pri 
najvišji koncentraciji TFAM. 
Figure 9: TFAM binding to mtDNA, forming loop structures, dimerisation and mtDNA 
compacting (Campbell et al., 2012).  
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Concentration of TFAM is marked with blue triangle. Before linked molecules of TFAM (marked green) is 
stimulating unbind TFAM protein to bind to mtDNA until maximal compaction of mtDNA is reached at the 
highest TFAM concentration. 
TFAM je osnovni transkripcijski faktor za transkripcijo mitohondrijske DNA v 
evkariontskih celicah (Gaspari in sod., 2004). Njegova vloga je tudi umestitev POLG in 
POLRMT v regulatorno regijo mtDNA (Santos in sod., 2011). Izražanje TFAM je odvisno 
od okoljskih dejavnikov, telesne aktivnosti, telesne in okoljske temperature in celičnega 
cikla (Jornayvaz in Shulman, 2010). Zmanjšano izražanje gena TFAM lahko vodi do 
zmanjšanja števila in aktivnosti mitohondrijev v tkivih z visokimi potrebami po energiji kot 
so skeletne mišice, srčna mišica, endokrini sistem in jetra. Zmanjšano izražanje genov, ki so 
pomembni za biogenezo mitohondrijev lahko povezujemo tudi z različnimi bolezenskimi 
stanji kot so degenerativne bolezni in rak (Wallace, 1999). Conley in sod. (2007) navajajo, 
da lahko zmanjšano mitohondrijsko aktivnost povezujemo tudi s senescenco. 
Mitohondrijske bolezni sodijo med pogostejše metabolne dedne bolezni (Debray in sod., 
2007). Bolezni, ki jih povezujemo z disfunkcijo mitohondrijev so Parkinsonova bolezen, 
sladkorna bolezen (diabetes), Kearns-Sayre sindrom, Alzheimerjeva bolezen in patološke 
spremembe, povezane s staranjem. Kopičenje mutacij v mtDNA in genih, ki so kodirani v 
jedrni DNA, je lahko vzrok za staranje in popuščanje mitohondrijske funkcije (Scheffler, 
2001; Sanaker in sod., 2007). 
Čezmerna ekspresija TFAM je direktno povezana s porastom števila kopij mtDNA v 
mitohondrijih (Scarpulla, 2006). Čezmerno izražanje humanega TFAM v transgenih miših 
ublaži izgubo mtDNA in zmanjša druge mitohondrijske defekte, ki se pojavijo pri srčni 
ishemiji (Ikeuchi in sod., 2005). To nakazuje pomen TFAM pri nadzoru števila kopij in 
uravnavanju transkripcijske aktivnost mtDNA (Appleyard in sod., 2006). Ekstrand in sod. 
(2004) v svoji študiji ocenjujejo, da se na vsakih 1000 baznih parov v mtDNA nahaja ena 
molekula TFAM. 
Vse več je dokazov, da TFAM uravnava število mtDNA molekul, neodvisno od njegove 
vloge v transkripciji. S tehnologijo izničenja genov (ang. knockout) so pri miših, ki so imele 
le eno kopijo gena za TFAM, Larsson in sod. (1998) izmerili 40 % upad števila kopij mtDNA, 
Matsushima in sod. (2003) pa pri hemizigotnih kokoših kar 50 % upad števila kopij mtDNA. 
Rezultat čezmernega izražanja transkripcijsko neaktivnega TFAM v človeški celični kulturi 
je bilo povečanje števila kopij mtDNA, medtem ko utišanje (ang. knockdown) gena TFAM 
v tej isti celični kulturi, s pomočjo interferenčne RNA (RNAi), povzroči upad števila kopij 
mtDNA z manjšim učinkom na transkripcijo (Kanki in sod., 2004). Pohjoismäki in sod. 
(2006)  so v svoji študiji paradoksalno dokazali, da presežek proteina TFAM deluje zaviralno 
na transkripcijo. 
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Slika 10: Prikaz proteina TFAM (Ngo in sod., 2011). 
A) prikazuje domensko strukturo zrelega proteina TFAM; B) organizacija LSP in HSP1 promotorjev; C) 
stranski pogled kompleksa TFAM-mtDNA (domene na slikah C in D so barvno skladne s sliko A); D) pogled 
kompleksa TFAM-mtDNA iz zgornje strani; E, F) prikaz elektrostatskega površinskega potenciala proteina 
TFAM (označeno z rumeno barvo). 
Figure 10: TFAM protein presentation (Ngo et al., 2011).  
A) domain structure of mature TFAM protein; B) LSP and HSP1 promoters organisation; c) side view of 
TFAM-mtDNA complex (domains are color coded as in A); D) TFAM-mtDNA complex view from top; E, F) 
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2.3.3 POLG (DNA polimerazna podenota gama) 
POLG kodira katalitsko podenoto mitohondrijske DNA polimeraze. Podvojevanje DNA 
zaradi kompleksnosti procesa zahteva usklajeno delovanje več proteinov. Ti proteini 
sestavljajo velike podvojevalne mehanizme z DNA polimerazo, a le malo jih je 
identificiranih v mitohondrijih vretenčarjev. Dva primera takih proteinov sta mtSSB 
(mitochondrial single stranded DNA-binding protein), ki stimulira aktivnost POLG 
(Williams in Kaguni, 1995; Bogenhagen, 1996; Farr in sod., 1999) in podenota β, ki ojača 
aktivnost POLG in naj bi imela pomembno vlogo pri prepoznavanju začetnih 
oligonukleotidov (Iyengar in sod., 2002). 
Spelbrink in sod. (2000) so v svoji raziskavi dokazali, da se POLG in vivo nahaja na notranji 
strani notranje mitohondrijske membrane in je funkcionalna DNA polimeraza. Dokazali so, 
da čezmerno izražanje POLG ne vpliva na raven mtDNA in da delovanje polimeraze ni 
omejeno samo na sintezo mtDNA. Pri izražanju D198A mutirane verzije POLG niso več 
mogli zaznati eksonukleazne aktivnosti v mitohondrijskih ekstraktih, zaznali pa so 
akumuliranje mutacij v mtDNA. 
Prve patogene mutacije v genu POLG so odkrili v družinah, ki imajo avtosomno dominantno 
kronično oftalmoplegijo (adPEO) (Van Goethem in sod., 2001). Prizadeti posamezniki so 
imeli tudi več sekundarnih mutacij mtDNA v mišicah skeleta, ki so povzročile defekt, 
poimenovan mozaična citokrom C oksidaza (Suomalainen in sod., 1997). V nekaterih 
družinah, ki prenašajo dominantne mutacije v POLG genu, so raziskovalci zaznali visoko 
stopnjo pojavljanja psihičnih bolezni, pojavljanje simptomov Parkinsonove bolezni in 
sterilnost (Luoma in sod., 2004; Pagnamenta in sod., 2006). Graziewicz in sod. (2004) so v 
svojih raziskavah uporabili rekombinantni POLG protein z različnimi dominantnimi 
mutacijami. Mutaciji  c.2828GA (R943H) in c.2864AG (Y955C) spremenita protein na 
mestu, ki je pomembno za medsebojno delovanje POLG in dinukleotidne trifosfataze. 
Mutiran protein ima manj kot 1 % aktivnosti v primerjavi z divjim tipom POLG; mutaciji 
c.2768GA (G923D) in c.2869GC (A957S) pa povzročita, da ima protein manj kot 50 
% aktivno sposobnost v primerjavi z nemutirano obliko POLG proteina. Za mutacijo 
c.1399GA (A467T) so ugotovili, da se lahko nahaja v homozigotni ali heterozigotni obliki 
pri posameznikih, ki imajo Alpers-Huttenlocherjev sindrom ali ataksijo. Pred ataksijo in 
progresivno zunanjo oftalmoplegijo (ang. progressive external Ophtalmoplegia - PEO) se 
lahko pojavljajo tudi nespecifični glavoboli ali migrene. Mioklonus in epilepsija sta lahko 
prisotni pri odraslih in otrocih s temi genskimi mutacijami (Horvath in sod., 2006; Tzoulis 
in sod., 2006).  
2.3.4 NRF1 in NRF2 (jedrni respiratorni faktor 1 in 2) 
NRF1 in NRF2 sta gena, ki kodirata zelo pomembna transkripcijska faktorja, ki sodelujeta 
pri nadzoru izražanja različnih genov, ki so kodirani v jedrni DNA in sodelujejo pri 
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biogenezi mitohondrijev (Kelly in Scarpulla, 2004). Gen za NRF1 se pri človeku nahaja na 
kromosomu 7, pri miši na kromosomu 6 in pri prašiču na kromosomu 18 (Ensembl, 2015). 
NRF1 ima molsko maso 68 kDa, njegova C – terminalna domena se veže na DNA kot 
homodimer in tako aktivira transkripcijo. Ima tudi N – terminalno serin fosforilacijsko 
domeno, ki poveča vezavno sposobnost proteina na DNA (Evans in Scarpullas, 1989). 
NRF1 se veže na GC bogato palindromsko regijo (Evans in Scarpulla, 1988, 1989). Vezavna 
mesta za NRF1 so raziskovalci našli v promotorskih regijah več jedrnih genov, ki so 
pomembni in nujno potrebni za delovanje dihalne verige (Evans in Scarpulla, 1990; Chau in 
sod., 1992).  
Za gen NRF2 so raziskovalci najprej menili, da aktivira samo ekspresijo podenote citokrom 
oksidaze (ang. Cytochrome oxidase subunit – COX) (Virbasius in sod., 1993b), vendar pa 
se je izkazalo, da NFR2 sodeluje pri aktivaciji izražanja vseh desetih genov, ki kodirajo 
citokrom oksidazne podenote in se nahajajo v jedrni DNA (Ongwijitwat in sod., 2006). 
Raziskave so tudi pokazale, da so vezavna mesta za NRF2 prisotna v promotorjih mnogih 
genov, ki so nujno potrebni za delovanje dihalne verige (Scarpulla, 2002b; Kelly in Scarpulla, 
2004), vključno s transkripcijskim faktorjem TFAM in podenotami kompleksa II v 
mitohondrijski membrani (Virbasius in Scarpulla, 1994; Au in Scheffler, 1998; Elbehti-
Green in sod., 1998; Hirawake in sod., 1999). 
NRF1 in NRF2 ne delujeta samo na tarčne gene, ki sodelujejo pri biogenezi mitohondrijev 
ali v respiratorni verigi, ampak najdemo vezavna mesta zanju v promotorjih genov, ki niso 
povezani z mitohondrijsko biogenezo. Njuna vezavna mesta v promotorjih se nahajajo tudi 
v genih, ki kodirajo metabolne encime, signalne molekule in proteine, ki sodelujejo pri 
vzdrževanju strukture kromosomov (Virbasius in sod., 1993a). Huo in Scarpulla (2001) 
navajata, da naj bi pri miših z izničenim genom za NRF1 opazili večjo embrionalno smrtnost, 
saj NRF1 sodeluje tudi pri uravnavanju celičnih delitev v zgodnjih fazah embrionalnega 
razvoja. 
2.3.5 POLRMT (mitohondrijska RNA (DNA usmerjena) polimeraza) 
POLRMT je gen, ki se pri človeku nahaja na 19. kromosomu in vsebuje 21 eksonov (Ensembl, 
2015). Odgovorna je za transkripcijo mitohondrijskih genov in je sestavljena iz ene same 
podenote, ki lahko prepisuje samo 37 mitohondrijskih genov (Tiranti in sod., 1997). 
Wanrooij in sod. (2008) so v svoji raziskavi potrdili, da POLRMT učinkovito prepisuje dolge 
regije na dvoverižni DNA (dsDNA), postane pa zelo neučinkovita pri prepisovanju 
enoverižne DNA (ssDNA) in lahko sintetizira samo kratke molekule RNA v dolžini med 25 
in 75 nukleotidi.  
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2.3.6 Helikaza TWINKLE 
TWINKLE je gen, ki nosi zapis za helikazo TWINKLE, ki je pomembna komponenta v 
mitohondrijskem replikacijskem mehanizmu. Zaradi njenega pomena pri vzdrževanju 
števila mtDNA v mitohondrijih, so dominantne mutacije v genu TWINKLE povezane z 
nastankom progresivne oftalmoplegije. Bolezensko stanje je miopatija, ki prizadene očesne 
mišice (Suomalainen in sod., 1992; Suomalainen in sod., 1997). Zaradi genetskih mutacij v 
genu TWINKLE pride do akumulacije velikega števila mutacij (predvsem delecij) na mtDNA  
v post-mitotskih celicah možganov, skeletnih mišic in srca (Kaukonen in sod., 2000; Van 
Goethem in sod., 2001).  
TWINKLE helikaza deluje v smeri 5`3` kar potrjuje njeno vlogo pri odvijanju 
mitohondrijske DNA (Korhonen in sod., 2003). Večina do sedaj identificiranih mutacij v 
genu TWINKLE  se nahaja blizu ali celo v regiji, ki kodira podenoto za interakcijo 
heksamerne helikaze z DNA (Deschauer in sod., 2003; Spelbrink in sod., 2001; Lewis in 
sod., 2002; Agostino in sod., 2003). Spelbrink in sod. (2001) so dokazali, da je stopnja 
izražanja gena TWNIKLE zelo visoka v skeletnih mišicah ljudi. Tyynismaa in sod. (2004) so 
v svoji raziskavi v testisih odkrili, da poleg dolge variante TWINKLE RNA (dolžina ~4kb), 
obstaja tudi krajša, alternativna varianta TWINKLE RNA ki je dolga približno 3kb. 
Tyynismaa in sod. (2004) so v raziskavi vpliva prekomernega izražanja TWNIKLE gena 
pripravili dve liniji transgenih miši, ki so prekomerno izražale TWINKLE. Miši v skupini A 
so vsebovale tri do štiri transgene kopije, miši B pa eno do dve. Skupina A je pokazala kar 
6-kratno povečanje TWINKLE mRNA v skeletnih mišicah in 8,4-kratno povečanje 
TWINKLE mRNA v srčni mišici. Pri miših skupine B pa so zaznali 1,5-kratno povečanje 
količine TWINKLE mRNA v skeletnih mišicah in 4,2-kratno povečanje v srčni mišici. 
Povečanje količine TWINKLE mRNA je povzročilo povečanje števila mitohondrijske DNA 
v mitihindrijih. Čeprav so Tyynismaa in sod. (2004) prikazali, da je povečana količina 
TWNIKLE mRNA korelirana s povečanjem števila kopij mtDNA v mitohondrijih, pa ni 
nikakršne korelacije z razmerjem med TWNIKLE mRNA in mtDNA. Obenem pa čezmerno 
izražanje TWNIKLE pri miših nima nikakršnega škodljivega efekta na organizem. 
2.3.7 SIRT1 (sirtuin 1) 
V celicah sesalcev se izraža do sedem SIRT (SIRT1-7) proteinov (Frye, 2000). Vsi vsebujejo 
katalitično jedrno domeno, vendar pa se med seboj razlikujejo po lokaciji, kje v celici se 
nahajajo. SIRT1 lahko zaznamo v citosolu in v regijah celičnega jedra kjer se ne nahaja 
nukleolus (Michishita in sod., 2004; Tanno in sod., 2007). Za SIRT1 je bilo opisanih že več 
kot 12 substratov (Feige in Auwerx, 2008), med njimi so tudi regulatorne regije, ki vplivajo 
na staranje celice, kot na primer transkripcijski faktorji (Salih in Brunet, 2008). V tkivih, ki 
imajo visoko metabolno aktivnost ima SIRT1 zelo pomembno vlogo pri energetski 
homeostazi (Gerhart-Hines in sod., 2007). Dokazano je, da raven SIRT1 proteina v celici 
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naraste, ko zmanjšamo vnos energije (Cohen in sod., 2004; Nisoli in sod., 2005; Chen in 
sod., 2008). 
Boily in sod. (2008) poročajo, da imajo miši z izničenim genom za Sirt1 neučinkovito 
metabolno verigo in, da je pri teh miših odziv na zmanjšan vnos energije  dolgoročno slab. 
V nasprotju s temi mišmi, pa miši, ki imajo povišano stopnjo izražanja Sirt1 kažejo višjo 
stopnjo metabolne aktivnosti, so vitkejše in imajo zmanjšano raven inzulina in glukoze v 
krvi (Bordone in sod., 2007). Civitarese in sod. (2007) so pokazali, da je raven SIRT1 
proteina v mišičnem tkivu povišana pri posameznikih, ki so na nizkokalorični dieti. 
2.3.8 LONP1 (mitohondrijska lon peptidaza I) 
Lon peptidaza spada med ATP-odvisne proteaze. Pri človeku, miši in prašiču jo kodira gen 
LONP1, ki vsebuje 18 eksonov. Pri človeku se LONP1 nahaja na 19. kromosomu, pri miši 
na 17. in pri prašiču na 2. kromosomu. Wang in sod. (1993) so bili prvi, ki so mitohondrijsko 
Lon peptidazo identificirali pri človeku. 
Zaradi funkcionalnih značilnosti mitohondrijev, imajo le-ti v svojem matriksu ogromno 
količino proteinov. Lon peptidaza predstavlja prvo in glavno obrambno linijo pri razgradnji 
oksidiranih proteinov (Bayot in sod., 2010). Encimi, ki imajo na oksidacijo občutljive 
podenote, so glavni substrat Lon peptidaze (Bender in sod., 2010). Bakala in sod. (2003) so 
pri starejših podganah v jetrih izmerili zmanjšano aktivnost encima Lon peptidaze v 
primerjavi z mladimi podganami in povišano stopnjo oksidiranih proteinov v 
mitohondrijskem matriksu starih živali. Lon pepetidaza ima poleg razgradnje oksidiranih 
encimov, tudi pomembno vlogo pri vzdrževanju proteinske homeostaze v mitohondrijskem 
matriksu, posledično tudi pri mitohondrijskih funkcijah in strukturni integriteti (Bota in sod., 
2002; Bulteau in sod., 2006). 
V skeletnih mišicah miši ima aktivnost in stopnja izražanja Lon peptidaze pomembno vlogo 
v mitohondrijski homeostazi in delovanju mitohondrijev, saj je pri starih organizmih opazno 
zmanjšanje aktivnosti Lon peptidaze in zmanjšana raven izražanja Lonp1. Pri mišjih modelih 
s hipertenzijo in odpovedjo srca, naj bi bila Lon peptidaza nagnjena k oksidativnim 
modifikacijam, ki zmanjšajo aktivnost proteaze (Lee in sod., 1999; Bota in sod., 2002; 
Hoshino in sod., 2014). 
Lon peptidaza se lahko veže na mtDNA, vendar samo na del zaporedja, ki se nahaja v 
kontrolni regiji. Zaradi sposobnosti vezave na to regijo raziskovalci menijo, da je Lon 
peptidaza vključena v proces uravnavanja transkripcije mtDNA. Lon peptidaza deluje 
usklajeno z nekaterimi drugimi proteini, kot na primer TFAM, POLG in TWINKLE, kar 
dokazuje njeno vpletenost v metabolizem mtDNA in samo integriteto mtDNA (Matsushima 
in Kaguni, 2012).  
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Zaradi vpletenosti v uravnavanje mitohondrijskega metabolizma Bulteau in Bayot (2011) 
povezujeta Lon peptidazo tudi z nastankom raka. Quirós in sod. (2014) so v glodalskih 
melanomskih celicah z utišanjem gena Lonp dokazali, da zaradi zmanjšanega izražanja gena 
Lonp pride do zmanjšanja delitvene sposobnosti celic, predvsem zaradi napak, ki se 
akumulirajo v DNA. 
 
Slika 11: Proteolitsko uravnavanje mitohondrijskih funkcij (Quirós in sod., 2015). 
Figure 11: Proteolytic regulation of mitochondrial functions (Quirós et al., 2015). 
2.3.9 OMA1 (mitohondrijska cink metalopeptidaza, OMA1) 
OMA1 je gen, ki kodira protein OMA1 in skrbi za odstranjevanje in razgradnjo napačno 
zvitih proteinov na notranji membrani mitohondrijev (Käser in sod., 2003). Quirós in sod. 
(2012) so pri miših z izničenim genom Oma1-/- potrdili pomembno vlogo tega proteina na 
metabolno homeostazo, saj so te miši hitro pridobivale na telesni masi v primerjavi s 
kontrolnimi živalmi. Razlike med kontrolnimi in Oma1-/- živalmi pa so se še povečale, ko so 
živali začeli krmiti s hrano, ki je vsebovala visok delež maščob. OMA1 igra pomembno 
vlogo pri proteolitičnem procesiranju proteina OPA1, kar vodi do inaktivacije OPA1 v 
stresnih pogojih (Ehses in sod., 2009; Head in sod., 2009). OMA1 ima funkcijo prekrivanja 
z m-AAA proteazo  (mitohondrijska ATPaza) in sodeluje pri cepitvi napačno zvitega 
politopičnega membranskega proteina (Käser in sod., 2003).  
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Slika 12: Vloga proteina OMA1 pri mitohondrijski dinamiki in metabolni homeostazi 
(Quirós in sod., 2012). 
Figure 12: Role of OMA1 protein in mitochondrial dynamics and metabolic homeostasis 
(Quirós et al., 2012). 
2.4 ALTERNATIVNO IZREZOVANJE EKSONOV  
Sesalske celice imajo sposobnost alternativnega vključevanja eksonov, kar pripelje do tega, 
da lahko celica kotranskripcijsko določen ekson vključi v mRNA ali pa ne. Uvodoma je 
veljalo prepričanje, da ta proces vpliva na majhen delež genov (nekje 5 %) (Sharp, 1994) 
vendar so kasnejše raziskave pokazale, da se ti procesi v celici pogosto odvijajo. 
Bioinformatske analize so pokazale, da se proces alternativnega izrezovanja pojavlja pri 
59 % genov na človeškem kromosomu 22 (Johnson in sod., 2003). Visok delež 
alternativnega izrezovanja pri človeku dokazuje tudi EST – podatkovna baza (Modrek in 
sod., 2001), kar kaže na to, da je alternativno izrezovanje zelo pomemben proces pri človeku. 
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Alternativno izrezovanje lahko najdemo v vseh tkivih v organizmu najbolj tkivno specifično 
alternativno izrezovanje pa najdemo v možganih (Stamm in sod., 2000; Xu in sod., 2002). 
Pri alternativnem izrezovanju nastajajo izooblike proteinov, ki imajo spremenjene biološke 
lastnosti, kot na primer medsebojna interakcija proteinov (Stamm in sod., 2005). pri 
alternativnem izrezovanju pogosto pride do stop kodona v mRNA, kar pripelje do nastajanja 
skrajšanih proteinov, ki lahko izgubijo svojo biološko funkcijo (Hillman in sod., 2004; Pan 
in sod., 2006). 
 
Slika 13: Prikaz alternativnega izrezovanja eksonov (Alternative ..., 2015). 
Figure 13: Alternative splicing (Alternative ..., 2015). 
2.4.1 Mehanizmi alternativnega izrezovanja 
Proces izrezovanja se zgodi v izrezovalno-povezovalnem kompleksu (ang. splicesome) kjer 
so prisotni še drugi proteini, ki sodelujejo pri nastajanju pre-mRNA med transkripcijo (Roy 
in sod., 2013). Alternativno izrezovanje v sesalskih celicah kontrolira vezava osnovnih 
izrezovalnih faktorjev (ang. splicing factors) na pre-mRNA molekulo po tem, ko se 
izrezovalno-povezovalni kompleks že vzpostavi. Poleg drugih proteinov, ki so pomembni 
faktorji v izrezovalno-povezovalnem kompleksu, so zelo pomembni tudi  s serinom in 
argininom-bogati proteini (serine/arginin-rich; SR). Ti proteini imajo eno ali dve domeni, ki 
sta pomembni za vezavo na RNA in eno domeno, ki je pomembna za interakcijo med proteini. 
Zaradi svoje dinamičnosti potrebujejo procesi, ki zaznavajo izrezovalna (ang. splicing) 
mesta, konstantno preoblikovanje proteinov in proteinskih podenot. Ti proteini sodelujejo 
tudi pri transkripciji, 5`-omejevanju (ang. 5`-capping), poliadenilaciji na 3`-koncu in pri 
jedrnem transportu (Homma in sod., 2004; Relógio in sod., 2005; Stamm, 2008). SR proteini 
in heterogeni jedrni ribonukleoproteini (ang. heterogenous nuclear ribonucleoproteins; 
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hnRNPs) imajo nizko specifičnost vezave na enoverižno pre-mRNA, zato nastanejo protein-
protein kompleksi okrog eksonov, ki imajo višjo specifičnost vezave (Hiller in sod., 2007). 
Po nastanku teh kompleksov komponente ribonukleoproteinov v izrezovalno-povezovalnem 
kompleksu ustvarijo RNA-RNA interakcijo, ki se nahaja na 5`-izrezovalnem mestu (Stamm, 
2008). 
2.4.2 Tipi alternativnega izrezovanja 
Poznamo več tipov alternativnega izrezovanja (slika 14), ki se razlikujejo med vrstami 
(Keren in sod., 2010). Pri nižje razvitih mnogoceličarjih se pojavi tako imenovano 
zadrževanje introna (ang. intron retention) (slika 14d), ki je značilno tudi za glive in praživali 
(Kim in sod., 2008). Pri takem alternativnem izrezovanju intron ostane v zreli mRNA. Ker 
je pri višje razvitih organizmih izpad eksona (slika 14a) najbolj pogost pojav alternativnega 
izrezovanja, raziskovalci sklepajo, da ta način alternativnega izrezovanja največ doprinese k 
fenotipski raznolikosti (Sugnet in sod., 2004; Alekseyenko in sod., 2007). Sliki 12b in 12c 
prikazujeta 3` in 5` alternativno izrezovanje. Do takega načina alternativnega izrezovanja 
pride, ko je na enem koncu eksona prepoznanih več alternativnih izrezovalnih mest.  Zato, 
da pride do izrezovanja, mora biti v intronu donorska sekvenca (na 5' koncu) in akceptorska 
sekvenca na 3' strani introna. Kot najmanj pogosti načini alternativnega izrezovanja so 
predstavljeni vzajemno izključevanje eksonov (ang. mutually exclusive exon) (slika 12e), 
alternativna uporaba promotorja (ang. alternative promoter usage) (slika 12f) in alternativna 
poliadenilacija (ang. alternative polyadenylation) (slika 12g) (Black, 2003; Ast, 2004; Kim 
in sod., 2008). 
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Slika 14: Prikaz tipov alternativnega izrezovanja eksonov (Keren in sod., 2010). 
Figure 14: Types of alternative splicing (Keren et al., 2010). 
2.4.3 Alternativno izrezovanje in bolezni 
Skoraj vsi geni, ki kodirajo proteine, podlegajo alternativnemu izrezovanju (Tazi in sod., 
2009). Alternativno izrezovanje je zelo pomemben proces izražanja genov pri evkariontih, 
saj na tak način lahko en gen kodira več proteinov. Trenutno ni veliko znanega, kako 
mutacije v pomembnih elementih procesa alternativnega izrezovanja vplivajo na razvoj 
bolezenskih stanj. Najbolj znana bolezen pri človeku, ki jo povzroči mutacija v izrezovalnem 
faktorju PRPF31/U4-61k in PRP8, je retinitis pigmentosa (Vithana in sod., 2001; Boon in 
sod., 2007; Wilkie in sod., 2008). 
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Pri človeku je znana bolezen spinalna mišična atrofija (SMA), ki se razvije zaradi točkaste 
mutacije v regulatornem zaporedju alternativnega izrezovanja (Tazi in sod., 2009). Ta 
bolezen opisuje več stanj, pri katerih pride do degeneracije alfa motonevronov v 
možganskem deblu in hrbtenjači. Kot druga dobro raziskana bolezen, ki nastane zaradi 
mutacije v jedrnem lamin A/C (LMNA) genu je Hutchinson-Gilford proerija (HGPS), ki 
povzroča prehitro staranje osebka. Trenutno je znanih 14 mutacij v lamin A/C genu, od 
katerih naj bi tri prizadele mesta, kjer pride do alternativnega izrezovanja. Mutacije na teh 
mestih pripeljejo do nefunkcionalnih oziroma okrnjenih proteinov (p.G608G, p.T623S in 
IVS11+1G>A) (De Sandre-Giovannoli in Lévy, 2006). 
Nastanek nekaterih oblik raka (kolorektalni in rak prostate) povezujejo z napakami pri 
alternativnem izrezovanju, kar pripisujejo fenomenu imenovanem nestabilnost 
transkriptoma (Sveen in sod., 2011; Sveen in sod., 2014). Primer, ko nastane rakavo obolenje 
zaradi alternativnega izrezovanja, predstavlja mutacija na genu DNMT. Ta gen kodira encim, 
ki dodaja metilne skupine na DNA in tako uravnava izražanje genov. Še en primer je tudi 
Ron (MST1R) proto-oncogen. Nastajanje alternativno procesiranega Ron proteina je 
povezano s povišano ravnjo SF2/ASF pri raku dojke. Ta ta izooblika proteina Ron naj bi 
povečala mobilnost rakavih celic in s tem povzročila hitrejše širjenje po telesu (Ghigna in 
sod.. 2005). 
Pri Tirolskem sivem govedu so raziskovalci mapirali defekt, povezan z alternativnim 
izrezovanjem, do katerega pride zaradi zamenjave enega samega nukleotida v intronu gena 
za mitofusin 2 (MFN2) (Drögemüller in sod., 2011). Ta defekt v procesiranju mRNA 
pojasnjuje nastanek degenerativne aksonopatije. 
Wang in sod. (2012) so v svoji raziskavi dokazali, da zaradi alternativnega izrezovanja v 
prašičjem genu za kinazo glikogenske sintaze 3ß (GSK-3ß) nastane pet različnih izooblik 
tega proteina. Le-te naj bi različno delovale na glikogen sintazo. Z bioinformacijskimi 
metodami so Nygard in sod. (2010) ocenili, da naj bi se pri izražanju 30 % genov pri prašiču 
pojavljalo alternativno izrezovanje eksonov. S svojo študijo so podprli hipotezo, da ima 
alternativno izrezovanje pomemben vpliv pri diferenciaciji vrst. 
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3 MATERIAL RAZISKAVE IN METODE 
3.1 VZORCI 
Vzorce skeletnih mišic (m. semispinalis capitis in m. semimembranosus), srčne mišice (vrh 
srca – apex cordis), možganov (čelni reženj – lobus frontalis), vranice in jeter smo odvzeli 
v klavnici Celjske Mesnine d.o.o. in pri tem upoštevali vsa pravila vzorčenja, ki jih prepisuje 
slovenska zakonodaja. Vzorce smo odvzemali vedno na istem mestu organa (slika 15). 
Prašiči so bili težki med 95 in 105 kg in moškega spola. Šest prašičev je bilo avtohtone 
slovenske pasme Krško poljski prašič, ostali prašiči (29 živali) pa so bili hibridi 1244 (mati: 
hibrid 12 (mati: Slovenska Landrace linija 11 in oče: Slovenski veliki beli linije 22) oče: 
Pietrain). Vzorci so bili odvzeti ob klanju in takoj globoko zamrznjeni v tekočem dušiku in 
shranjeni v RNALater™ (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) na -25 °C, le tako se RNA v 
vzorcih ohrani. 
Slika 15: Mesta odvzema vzorcev na klavni polovici prašiča (foto: Šeluga B., 2012). 
Figure 15: Places of sampling on pig carcass (photo: Šeluga B., 2012). 
m. semimebranosus 
kavdo-proksimalni del 
m. semispinalis capitis 




čelni reženj (lobus 
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3.2 IZOLACIJA CELOTNE RNA IN SINTEZA CDNA 
RNA smo iz vzorcev izolirali po protokolu proizvajalca kemikalije TRIzol® Reagent 
(Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Pred izolacijo RNA smo vzorce homogenizirali s 
homogenizatorjem Precellys (Precellys®, Bertin Technologies), ki za homogenizacijo tkiva 
uporablja teflonske kroglice in stresanje. Zaradi stresanja teflonskih kroglic pride v tekočini 
do močnih strižnih sil, ki razbijejo celično membrano. 
3.2.1 Protokol izolacije celotne RNA iz tkiva 
Uporabili smo naslednji protokol. 
- Homogenizacija: 
50 do 100 mg tkiva smo homogenizirali v 1000 µl TRIzol® Reagent s pomočjo Precellys 
homogenizatorja.  
- Ločevanje faz: 
V homogenat smo dodali 200 µl kloroforma na 1000 µl TRIzol® Reagenta in dobro zaprli 
epice. Vzorce smo stresali 15 sekund na stresalniku in jih na sobni temperaturi inkubirali tri 
minute. Po inkubaciji smo vzorce 15 minut centrifugirali pri 12.000 g in 4 °C. Po 
centrifugiranju se homogenat loči na tri faze – spodnjo fazo, interfazo in zgornjo fazo. 
Spodnja faza vsebuje ostanke TRIzol® Reagenta in fenol-kloroform. V interfazi se nahajajo 
proteini in v zgornji, vodni, fazi se nahaja RNA. Zgornjo, vodno, fazo smo prenesli v novo 
epico. 
- RNA precipitacija: 
Iz prozorne faze smo RNA precipitirali z izopropanolom. V epico smo dodali 500 µl 
izopropanola na 1000 µl TRIzol® Reagenta. Vzorec smo inkubirali na sobni temperaturi 10 
minut in po inkubaciji centrifugirali 10 minut pri 12.000 g in 4 °C. Po centrifugi je RNA v 
raztopini vidna kot gel.  
- Spiranje izolirane RNA: 
Supernatant smo popolnoma odstranili. RNA, ki se nabere na dnu epice, smo sprali s 1000 
µl 75 % etanola. Pri spiranju smo vzorce dobro stresali na stresalniku in jih centrifugirali 5 
minut pri temperaturi 2 °C in 7.500 g. Ta korak smo dvakrat ponovili. Na koncu pa je 
potrebno odstraniti ves etanol iz epice. 
- Raztapljanje izolirane RNA: 
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Izolirano RNA smo raztopili v DEPC tretirani vodi (30 µl DEPC-vode). Vzorec smo dobro 
premešali na stresalniku. 
Po končani izolaciji celotne RNA smo vzorce izmerili spektrofotometrično. Kot dokaz dobro 
izolirane in čiste RNA nam govori razmerje med valovnima dolžinama A260/A280. Če je 
to razmerje višje kot 1,8 pomeni, da je izolirana RNA dobra in čista. 
Po homogenizaciji in izolaciji RNA smo vzorce morali tretirati s komercialnim kompletom 
RQ1 RNase-Free DNase Kit (Promega, Fitchburg, WI) saj smo s tem očistili vzorce 
potencialne genomske DNA, ki bi lahko ostala v vzorcu pri procesu izolacije RNA. Obratno 
prepisovanje RNA smo opravili s komercialnim kompletom High Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA). Še pred čiščenjem vzorca in 
obratnim prepisovanjem smo izmerili koncentracijo in kvaliteto izolirane RNA v vzorcu. 
3.3 MERJENJE KOLIČINE IN KVALITETE IZOLIRANE RNA (RIN) 
RNA molekula je termodinamično stabilna, lahko pa hitro razpada zaradi encimov RNaz, ki 
so prisotni v vsaki celici (Schroeder in sod., 2006). Encimi RNaze RNA razgradijo na manjše 
fragmente, ki pa niso več uporabni v analizi saj se pojavljajo problemi pri zaključnih 
postopkih prepisovanja. Da bi preprečili propadanje RNA delamo izolacijo v zelo čistem 
okolju, ki ga na koncu očistimo tudi s pripravkom RNase AWAY™ (Life Technologies, 
USA), ki odstrani RNaze in DNA iz delovnih površin. 
Za merjenje količine RNA po izolaciji, smo uporabili NanoVue™ Plus spektrofotometer. S 
to napravo smo spektrofotometrično določili koncentracijo in kvaliteto izolirane RNA. Za 
spektrofotometrično določanje kvalitete izolirane RNA se izmeri vrednosti A230, A260 in  
A280 nato pa se izračuna razmerji A260/A280 in A260/A230. Vrednosti za čisto izolirano 
RNA se morata pri obeh razmerjih gibati nad 1,8. 
Za izmero integritete celotne RNA (RIN) smo uporabili Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent 
Technologies, USA). Ta metoda deluje na podlagi elektroforeze. Sistem uporablja mikro-
plošče, ki so izdelane iz stekla in vsebujejo mrežo medsebojno povezanih kanalov. Le to 
omogoča natančno določanje količine in kvalitete celotne izolirane RNA. Ploščo napolnimo 
s posebnim gelom v katerega primešamo barvilo, ki se veže na RNA. Agilent 2100 
Bioanalyzer meri integriteto RNA na podlagi fluorescence in časa 18S in 28S RNA molekul 
(slika 16). Za uporabo v ekspresijskih študijah mora imeti izolirana RNA RIN (ang. RNA 
integrity number) 7 ali več. 
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Slika16: Prikaz izmere kvalitete in koncentracije izolirane RNA iz vzorca jeter.  
RIN 9,3; koncentracija: 468 ng/µl. 
Figure 16: RNA quality and concentration measurements in liver sample.  
RIN 9,3; concentration: 468 ng/µl. 
3.4 NAČRTOVANJE ZAČETNIH OLIGONUKLEOTIDOV 
Za detekcijo željenih odsekov smo uporabili pare začetnih oligonukleotidov, ki smo jih 
načrtovali s programom Primer3, ki je prosto dostopen preko spleta. Sekvence, po katerih 
smo načrtovali začetne oligonukleotide, smo pridobili iz spletne baze Ensembl. V 
preglednici 1 so navedena zaporedja začetnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabili pri delu.  
Preglednica 1: PCR začetni oligonukleotidi in dolžina njihovih produktov. 
Table 1: PCR primers and length of products. 
Ime 
oligonukletida 
































220 Exon 10 POLRMT 
     Se nadaljuje 
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Ime 
oligonukletida 










































103 Exon 4 ACTB 
 
Preglednica 2: TaqMan začetni oligonukleotidi in sonda. 
Table 2: TaqMan primers and probe. 
Ime 
oligonukletida 
Nukleotidno zaporedje 5' in 3' začetnih 
oligonukleotidov 










3.5 SINTEZA CDNA 
Za kvantitativni PCR v realnem času (qPCR) smo morali izolirano RNA prepisati v cDNA. 
Za prepis RNA smo uporabili komercialni komplet High-Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kits (Applied biosystems, USA). Za prepis se v tem komercialnem kompletu 
uporablja reverzna transkriptaza in naključni začetni oligonukleotidi. Slednje se uporablja 
zato, da je prepis učinkovit in, da se prepišejo vse vrste RNA, ki so bile izolirane, tudi mRNA 
in rRNA. 
Za prepis RNA v cDNA smo uporabili sledeči protokol (za eno reakcijo): 
- 10X RT pufer: 3 µl; 
- 25X dNTP mix (100 mM): 1,2 µl; 
- 10X RT naključnih začetnih oligonukleotidov: 3 µl; 
- MultiCribe™ reverzna transkriptaza: 1,5 µl; 
- RNase inhibitor: 1,5 µl; 
- DEPC H2O: 4,8 µl; 
Nadaljevanje preglednice 1 
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- Izolirane RNA: 15 µl. 
Program, ki smo ga uporabili za prepis RNA v cDNA: 
- 1. Korak: 25 °C, 10 minut; 
- 2. Korak: 31 °C, 120 minut; 
- 3. Korak: 85 °C, 5 sekund; 
- 4. Korak: 4 °C, ∞. 
3.6 qPCR 
Pri qPCR metodi potekajo enake reakcije kot pri PCR vendar z eno veliko razliko. Pri qPCR 
lahko pomnoževanje DNA spremljamo v realnem času, saj uporabljamo v reakciji barvila 
(najbolj uporabljen je SYBR® Green; (Shipley, 2005) ali pa barvno označene začetne 
oligonukleotide in sonde. 
3.6.1 SYBR® Green 
SYBR® Green I barvilo se veže na dvoverižno DNA. S tem, ko se v PCR reakciji 
eksponentno povečuje število kopij DNA pa zaradi vezave SYBR® Green I barvila pride do 
proporcionalnega povečanja v fluorescenčnem signalu (Shipley, 2005). Na začetku PCR-ja 
je signal SYBR® Green I barvila šibkejši kot je signal ozadja vendar pa se jakost signala z 
vsakim ciklom podvoji. Po 35-tem ciklu se jakost signala ne povečuje več, tej fazi pravimo 
plato, in pomeni, da smo v PCR reakciji dosegli nasičenost. Občutljivost SYBR® Green 
metode pa je lahko tudi slabša kot pri drugih metodah, saj lahko pride do nespecifične vezave 
začetnih oligonukleotidov, tvorbe sekundarnih struktur (hair-pin) v PCR reakciji in dimerov 
začetnih oligonukleotidov (ang. primer-dimers). Dizajniranje začetnih oligonukleotidov za 
SYBR® Green metodo je strogo določeno in temperatura prileganja mora bit med 58 in 60 
°C, kar pa se tudi ujema z optimalno temperaturo delovanja encima Taq DNA polimeraze,  
optimalna dolžina PCR produkta pa je med 80 in 150 nt (nukleotidi). Po končanem qPCR se 
pri SYBR® Green metodi naredi še analizo talilne krivulje, ki nam potrdi, ali se je v reakciji 
pomnoževal samo izbrani fragment in, da med reakcijo niso nastajale sekundarne strukture 
ali dimeri začetnih oligonukleotidov (slika 17). 
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Slika17: Primer talilne krivulje (TFAM in ACTB). 
Figure 17: Melting curves (TFAM and ACTB).  
3.6.2 TaqMan 
TaqMan® kemija (ang. TaqMan® Assay, Life Technologies, USA) deluje na podlagi dveh 
začetnih oligonukleotidov in ene, z barvo označene, oligonukleotidne sonde (Bustin, 2000). 
Dodatno specifičnost pri takem testu dosežemo z barvno sondo tako, da se le-ta specifično 
hibridizira med prileganjem oz. med podaljševanjem v PCR reakciji. Sonda na 5' koncu 
vsebuje fluorescentno označbo (značko) na 3' koncu pa vsebuje dušilec, ki preprečuje znački, 
da bi oddajala svetlobo, če sta dovolj blizu skupaj. Če se sonda specifično hibridizira na 
pravilno komplementarno verigo, se zaradi polimerazne aktivnosti značka in dušilec 
odcepita od sonde in se razdalja med njima poveča, kar pa je vzroke da fluorescentna značka 
zasveti. Takrat pa senzorji v aparatu tudi izmerijo nivo svetilnosti in nam to narišejo na grafu. 
Temperatura (C) 
Derivative reporter (-Rn') 
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Slika18: Shematski prikaz delovanja TaqMan® sond in SYBR®green metode (Applied 
Biosystems). 
Figure 18: TaqMan® and SYBR®green methods (Applied Biosystems). 
3.7 AGAROZNA GELSKA ELEKTROFOREZA 
Za preverbo kvalitete izolirane RNA smo uporabili tudi agarozno gelsko elektroforezo. 
Metodo smo uporabili tudi za preverbo uspešnosti PCR z začetnimi oligonukleotidi, ki smo 
jih uporabili v poskusu (slika 19). Za opazovanje oziroma detekcijo RNA in PCR produktov 
smo uporabili 2 % agarozni gel v katerega smo vmešali etidijev bromid, ki pri UV svetlobi 
luminiscira. Ker se etidijev bromid veže na dvoverižno RNA molekulo in PCR produkte  
lahko ob prižgani UV luči in s kamero rezultate slikamo. 
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Slika19: Prikaz gelske elektroforeze in TFAM produktov. 
Figure 19: Gel electrophoresis of TFAM products. 
Agarozni gel smo pripravili tako, da smo zmešali agarozo in 0,5 % TBE pufer ter raztopino 
segrevali v mikrovalovni pečici do vretja ob tem se je agaroza raztopila v pufru in dodali 
smo še etidijev bromid. Ko se je raztopina ohladila na primerno temepraturo za vlivanje smo 
agarozni gel vlili v model z glavnički, ki ustvarijo v gelu žepke v katere odpipetiramo vzorce. 
Ko se je gel strdil smo odpipetirali 10 µl vzorca v vsak žepek. Elektroforeza je potekala pri 
sobni temperaturi in pri napetosti 100 do 110 V. Po končani elektroforezi smo gel slikali s 
sistemom za slikanje gelov. 
 
Slika 20: Prikaz izolirane RNA na agaroznem gelu. 
Figure 20: Isolated RNA on agarose gel. 
100 bp 1 2 3 4 5 6 
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3.8 TRANSMISIJSKA ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA 
Transmisijska elektronska mikroskopija (TEM) je tehnika kjer za mikroskopiranje 
uporabljamo snop elektronov, ki jih pošljemo skozi ultra tanko rezino vzorca (Zinin P., 
2015). Slika nastane zaradi interakcije elektronov, ki so potovali skozi ultra tanko rezino 
vzorca, slika pa je povečana in fokusirana na kamero, ki jo posname. TEM ima resolucijo 
0,3 nm kar je običajno dovolj, da lahko ločimo dva atoma v trdnem stanju. Ta povečava je 
1000x večja, kot povečava pri svetlobnem mikroskopu in 500.000x večja kot zaznava s 
prosim očesom. 
Pred mikroskopiranjem moramo vzorec pripraviti po standardnem protokolu. Ta postopek 
se imenuje fiksacija vzorca in jo naredimo zato, da ohranimo celične strukture oziroma, da 
morfologija, volumen in razdalje med organeli ostanejo nespremenjene. 
Vzorec pred fiksacijo pripravimo tako, da ga narežemo na 1-2 milimetra debele rezine, ki 
imajo volumen manjši od 1 mm3. 
Protokol za fiksacijo tkiva: 
- tkivo po odvzemu fiksiramo v mešanici 2,5 % glutaraldehida, 2 % 
(para)formaldehida, ki so vmešani v 100mM kakodilatni pufer (pH 7,0) in 2 mM 
CaCl2 in 0,2 % pikrinsko kislino; 
- v drugem koraku tkivo narežemo na rezine, ki niso večje od 1 mm3. Rezine fiksiramo 
s svežim fiksativom 16-24 ur pri 4 °C; 
- vzorec speremo z 200 mM kakodilatnim pufrom (pH 7,0); 
- izvedemo post-fiksacijo 1 % osmium tetroksidom in 100 mM kaktodilatnim pufrom 
(postfiksacija poteka 2 uri pri 4 °C); 
- vzorec spiramo z veliko destilirane vode, da speremo odvečni kakodilatni pufer; 
- vzorec lahko obarvamo z 2 % uranil acetatom (v temi, 2 uri pri 4 °C); 
- vzorec še dehidriramo z acetonom ali etanolom, propilen oksidom; 
- po končeni dehidraciji vzorec vložimo v smolo ali agar. 
Za obdelavo in štetje mitohondrijev slikanih s TEM, smo uporabili odprtokodni program Fiji 
(Schindelin in sod., 2012). Ta programski paket je namenjen procesiranju slik. Ta metoda je 
pol-avtomatska saj moramo programu oziroma algoritmu še vedno določiti kaj so 
mitohondriji, da potem lahko z avtomatsko metodo obdelave slike prešteje koliko jih je na 
sliki. Fiji programski paket je močno orodje za obdelavo bioloških slik saj z njim lahko 
generiramo bolj napredne procese obdelave slik in je sposoben avtomatsko obdelati veliko 
bazo slik. Dela na podlagi stereologije. Določili smo torej število mitohondrijev na površino, 
kar imenujemo numerična arealna gostota, nato pa smo dvodimenzionalne slike pretvorili v 
trodimenzionalno okolje. 
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3.9 MERJENJE AKTIVNOSTI CITOKROM C OKSIDAZE 
Citokrom c oksidaza (imenovan tudi komplex IV) je četrti kompleks v verigi prenosa 
elektronov in je lociran v mitohondrijski membrani. Kompleks IV je zgrajen iz trinajstih 
različnih podenot. Aktivnost citokrom c oksidaze smo merili s komercialnim kompletom 
podjetja BioVision (San Francisco, CA, USA). Aktivnost encima se določa kolorimetrično 
in jo merimo po oksidaciji reducirane citokrom c. Absorbanca se meri pri valovni dolžini 
550 nm in prične padati. V spodnji kemijski enačbi je prikazana reakcija, ki poteče. 
4Citokrom c- + 4H+ + 4H+ + O2  4 Citokrom c+ + 2H2O + 4H+             ... (1) 
Protokol: 
- Učinkovitost reducirane citokrom c: 20 L reducirane citokrom c zmešamo s 
citokrom oksidaznim pufrom, ki je priložen v komercialnem kompletu. Za umerjanje 
naprave pripravimo tudi slepe vzorce kjer uporabimo samo citokrom oksidazni pufer. 
Odčitavamo pri valovni dolžini 550 nm. Odčitek reducirane citokrom c mora pri 550 
nm biti med 0,2 in 0,6.  
- Priprava vzorcev: Iz tkiv smo izolirali mitohondrije. V vzorcu je priporočeno od 0,5 
do 5 g očiščenih mitohondrijev. Vzorce, če je potrebno, lahko redčimo s priloženim 
pufrom za redčenje. 
- Priprava citokrom c: Za reakcijo je potrebno redčiti citokrom c s citokrom 
oksidaznim pufrom v razmerju 1:6. Za eno reakcijo se pripravi 120 L redčene 
citokrom c. 
- Merjenje aktivnosti kompleksa IV: Spektrofotometer nastavimo na odčitavanje pri 
valovni dolžini 550 nm; kinetični program mora meriti 45 minut v intervalu na vsake 
30 sekund. Na mikrotitrsko ploščo dodamo 5-10 L vsakega vzorca in 120 L redčene 
citokrom c, ki smo jo pripravili v koraku 3. Za negativno kontrolo uporabimo samo 
redčitveni pufer in redčeno citokrom c. Mikrotitrsko ploščo nežno premešamo in takoj 
začnemo z odčitavanjem padanje OD v času 45 minut. 
- Izračun: Po končanem merjenju najprej izračunamo spremembo absorbance (OD) v 
času. Ker je oksidacija citokrom c dvofazna (začetna faza oksidacije je zelo burna) 
odčitavanje začnemo šele v linearni fazi. 
Aktivnost citokrom oksidaze (enot mg⁄ ) =
∆OD čas (∆t)⁄
ε × protein (mg)
              ... (2) 
OD je razlika med časom (t1 - začetek) in časom (t2 – konec) 
t je razlika v času (min): t1 – t2 
 je konstanta dušenja citokrom c pri 550 nm valovne dolžine (7,04 mM-1cm-1) 
Renčelj A. Genetsko ozadje uravnavanja biogeneze mitohondrijev. 
    Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2017 
 
40 
protein označuje koncentracijo proteina na reakcijo (mg) 
Ena enota oksidira 1 mol reducirane citokrom c na minuto pri pH 7,2 in pri temperaturi 
25C. 
3.10 STATISTIČNE METODE 
Za našo statistično obdelavo smo uporabili program RStudio (Version 0.99.484) in spodaj 
navedeni statistični model. Predstavljen je primer za TFAM. 
yijk = µ + Ti + Bj + eijk                … (3) 
yijk – razmerje med dolgo in kratko TFAM mRNA molekulo 
µ - srednja vrednost za lastnost 
Ti – tkivo, i = m. semispinalis capitis, m. semimembranosus, srčna mišica, vranica, jetra, 
možgani 
Bj – pasma, j = hibrid 1244, krško poljski prašič 
eijk - ostanek 
Kot že omenjeno smo v študiji uporabili tkiva, ki so metabolno različna. Za uporabo dveh 
mišičnih tkiv smo se odločili tudi na podlagi tipa mišičnih vlaken. Mišica semimebranosus 
je bolj glikolitična mišica kot pa mišica semispinalis capitis, ki je oksidativnega tipa. 
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Ker je bilo v času pisanja doktorata na voljo malo informacij o polimorfizmih v kandidatnih 
genih in ker smo ugotovili, da komercialno dostopna orodja (SNP čip) pokrivajo zelo majhen 
del variabilnosti v kandidatnih genih pri prašiču, smo vpliv kandidatnih genov na biogenzo 
mitohondrijev preverjali preko njihovega ekspresijskega profila. Tako smo želeli posredno 
preveriti vpliv kandidatnih genov na biogenezo mitohondrijev, kar je bila ena od hipotez 
doktorskega dela. RNA smo izolirali iz tkiv prašičev moškega spola hibrida 1244 in tkiv 
moških živali avtohtone slovenske pasme Krško poljski prašič. Z metodo qPCR (ang. 
quantitative polymerase chain reaction) smo analizirali kakšna je stopnja izražanja gena 
TFAM v možganih, vranici, mišici semimembranosus, mišici semispinalis capitis, srčni 
mišici in jetrih. 
Z metodo qPCR smo izdelali tudi profil izražanja genov PPARGC1A, POLG, NRF1, NRF2, 
LONP, SIRT1, OMA1 in TWNIKLE v vseh vzorčenih tkivih. Za normalizacijo rezultatov pa 
smo uporabili dve endogeni kontroli (ang. housekeeping genes), ACTB (beta aktin) in TBP 
(ang. TATA box binding protein). Za ti dve endogeni kontroli smo se odločili na podlagi 
raziskovalnega prispevka Nygard in sod. (2007), saj so s testiranjem stabilnosti ekspresije v 
različnih tkivih prašiča dokazali, da imata ACTB in TBP najbolj stabilno stopnjo izražanja. 
4.1 ORGANIZACIJA GENA TFAM 
Nukleotidno zaporedje gena TFAM smo pridobili iz Ensebl in NCBI podatkovnih zbirk. Gen 
TFAM je sestavljen iz sedmih eksonov in šestih intronov. mRNA sekvenca meri v dolžino 
1722 baznih parov. 5' UTR regija se nahaja med prvim in 303. nukleotidom, 3'UTR regija 
pa se nahaja med 1045. in 1722. nukleotidom. Pri prašiču (Sus scrofa) se TFAM gen nahaja 
na 14. kromosomu (Ensembl, 2015, GenBank: CU041308.2, 2015). Ker smo za TFAM pri 
prašiču imeli iz bioinformatskih zbirk na voljo samo cDNA sekvenco smo le-to poravnali na 
TFAM cDNA sekvenco pri človeku in odkrili 98 % ujemanje sekvenc. S tem lahko potrdimo, 
da ima tudi TFAM prašiča enako organiziranost kot TFAM človeka. Kunej in sod. (2009) so 
v svoji raziskavi dokazali, da obstajata dve obliki TFAM RNA molekule in sicer dolga oblika, 
kjer se prepiše celoten TFAM gen in alternativno izrezana oblika TFAM RNA kjer, ob 
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Slika 21: Prikaz organiziranosti gena TFAM (Renčelj in sod, 2017).  
S kvadratki so označeni eksoni (od 1 do 7) s črtami pa introni, ki se po transkripciji izrežejo. S črko A) je 
označen transkript polne dolžine in kjer ne prihaja do alternativnega izrezovanja; z B) pa je označen transkript 
pri katerem pride do alternativnega izrezovanja dela eksona 4 (Ex4). 
Figure 21: TFAM organisation (Renčelj et al., 2017).  
Squares represent exons (1 to 7) lines represent introns. A) represents wild type and B) represents alternatively 
spliced product missing part of exon 4. 
 
4.2 EKSPRESIJSKA ANALIZA GENA TFAM IN STATISTIČNA ANALIZA 
PODATKOV 
Ekspresijsko analizo gena TFAM smo naredili s pomočjo qPCR metode. Za analizo gena 
TFAM smo metodo standardizirali tako, da smo lahko uporabili kombinacijo SYBR® green 
in TaqMan®. Ker se TaqMan® sonda specifično veže na določeno mesto smo s tem 
zagotovili, da analiziramo izražanje krajše variante TFAM gena, saj se je TaqMan® sonda 
vezala na spojitveno mesto začetnega dela eksona 4 in eksona 5. 
A B 
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Slika 22: qPCR pražni cikel za dolgo in kratko obliko TFAM mRNA v analiziranih tkivih. 
Figure 22: qPCR trashold cycles for long and short TFAM mRNA form. 
Slika 22 prikazuje qPCR pražna cikla za dolgo in kratko obliko TFAM mRNA. Razvidno je, 
da daljša oblika prevladuje v vseh tkivih. V povprečju je bila količina dolge oblike TFAM 
mRNA vsak dvakrat višja od količine kratke oblike TFAM mRNA.  
V analiziranih tkivih mišice semispinalis capitis in semimembranosus, srčni mišici, 
možganih, vranici in jetrih, smo potrdili prisotnost obeh oblik TFAM gena, pri obeh pasmah 
prašičev. V preglednici 3 so prikazani povprečni deleži količine (števila molekul) obeh 
analiziranih variant gena TFAM.  
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Slika 23: Standardna krivulja za kratko alternativno izrezano obliko (modra barva) TFAM 
mRNA in za dolgo nerezano TFAM mRNA (rdeča barva). 
Figure 12: Standard curves for short alternatively spliced TFAM (blue) mRNA and wild type 
TFAM mRNA (red). 
Slika 23 prikazuje standardni krivulji za alternativno izrezano in dolgo obliko TFAM mRNA. 
Standardno krivuljo smo naredili s pomočjo gBlock® sintetične DNA. Na Y osi so prikazane 
CT vrednosti na X osi pa število molekul, ki jih je program lahko določil na podlagi znanega 
števila molekul gBlock® in ustreznih redčitev (v razmerju 1:10). Opazimo lahko da je dolge 
oblike TFAM mRNA več kot alternativno izrezane. 
Naklon premice za dolgo TFAM mRNA molekulo je -3,447, koeficient determinacije je 
0,995 (99,5 %) in učinkovitost reakcije (ang. efficiency) 95,021 %. Naklon premice za 
alternativno izrezano TFAM mRNA je -3,467, koeficient determinacije je 0,942 (94,2 %) in 
učinkovitost reakcije (ang. efficiency) 94,264 %. 
Preglednica 3: Povprečne vrednosti deležev izraženih variant gena TFAM. 
Table 3: Average values of expressed TFAM variants.  
Tkivo TFAM varianta Povprečje (%) Pasma 
SM non splicing 70,43 1244 
(m. semimembranosus) splicing 29,57 1244 
SSC non splicing 90,31 1244 
(m. semispinalis capitis)  splicing 10,25 1244 
Srčna mišica non splicing 90,31 1244 
    Se nadaljuje 
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Tkivo TFAM varianta Povprečje (%) Pasma 
Srčna mišica splicing 9,69 1244 
Možgani non splicing 93,73 1244 
  splicing 6,27 1244 
Vranica non splicing 90,11 1244 
  splicing 9,89 1244 
Jetra non splicing 91,36 1244 
  splicing 8,64 1244 
SM non splicing 91,48 KK 
(m. semimembranosus) splicing 8,52 KK 
SSC non splicing 92,16 KK 
(m. semispinalis capitis) splicing 7,84 KK 
Srčna mišica non splicing 91,85 KK 
  splicing 8,15 KK 
Možgani non splicing 92,79 KK 
  splicing 7,21 KK 
Vranica non splicing 84,84 KK 
  splicing 15,16 KK 
Jetra non splicing 91,32 KK 
  splicing 8,68 KK 
 
Preglednica 3 prikazuje povprečne vrednosti deležev izraženih oblik TFAM gena; non 
splicing označuje dolgo, alternativno neizrezano, obliko gena TFAM in splicing, ki označuje 
izraženo krajšo obliko gena TFAM, kjer izpadeta 102 bazna para. Prvi del preglednice 
prikazuje rezultate za prašiče hibrida 1244, drugi del preglednice pa prikazuje povprečne 
rezultate za avtohtono slovensko pasmo krško poljski prašič, kar je označeno z oznako 
»Pasma«.  
Delež kratke oblike TFAM, v analiziranih tkivih hibrida 1244, je relativno nizek, v povprečju 
okoli 10 % (preglednica 3). Pri pasmi KK (krško poljski prašič) pa celo še nižji, okoli 8 %. 
Tkivo z najvišjim deležem izražene krajše oblike TFAM gena pri hibridu 1244 je mišica 
semimembranosus (29,57 %), z najnižjim pa možgani (6,27 %). Pri prašičih krško poljske 
pasme opazimo, da je najnižji delež izraženosti krajše oblike TFAM v možganih (7,21 %), 




Nadaljevanje preglednice 3 
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Preglednica 4: Povprečne vrednosti razmerij med dolgo in kratko obliko TFAM po tkivih. 
Table 4: Mean values of long-to-short TFAM form by tissue. 
Tkivo Povprečno razmerje Standardna napaka Pasma 
SM (m. semimembranosus) 4,59 0,151810126 1244 
SSC (m. semispinalis capitis) 8,845082823 0,178755637 1244 
Srčna mišica 9,695658738 0,170607048 1244 
Jetra 11,8028707 0,86907991 1244 
Možgani 16,38049424 0,868022661 1244 
Vranica 9,691204817 0,564404748 1244 
SM (m. semimembranosus) 12,35002164 0,238434551 KK 
SSC (m. semispinalis capitis) 11,48387723 0,477852222 KK 
Srce 13,19457013 0,600181761 KK 
Jetra 15,03237935 0,952026909 KK 
Možgani 14,00538999 0,561616024 KK 
Vranica 12,54770094 0,761612231 KK 
 
 
Slika 24: Razmerje med dolgo in kratko varianto gena TFAM.  
(SM – m. semimembranosus; SSC – m. semispinalis capitis). 
Figure 24: Long and short TFAM variant ratio.  




















Renčelj A. Genetsko ozadje uravnavanja biogeneze mitohondrijev. 
    Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2017 
 
47 
Razmerje med dolgo in kratko varianto izraženega gena TFAM je izračunano tako, da smo 
absolutno število molekul dolge variante (ni alternativno izrezana) delili s absolutnim 
številom molekul kratke variante (alternativno izrezana) gena TFAM. S tem smo dobili 
rezultat kolikokrat je dolge variante TFAM več od kratke variante. Na sliki 24 so 
predstavljene povprečne vrednosti ta vsako tkivo in razdeljeno po pasmah (hibrid 1244 v 
modri barvi in prašiči krško poljske pasme (KK) označeni z rumeno barvo). 
Statistično analizo podatkov smo opravili s programom RStudio (Version 0.99.484). 
Podatke smo strukturirali tako, da smo jih razvrstili po živali, pasmi in tkivu. V statistični 
obdelavi smo imeli 35 živali; 29 živali hibrida 1244 in 6 živali pasme krško poljski prašič. 
Kot omenjeno, smo primerjali dve pasmi oziroma hibrid 1244, ki je močno selekcioniran za 
meso in avtohtono slovensko pasmo krško poljski prašič. Od vsake živali smo odvzeli vzorce 
šestih različnih tkiv in sicer mišice semimembranosus, mišice semispinalis capitis, srčne 
mišice, vranice, jeter in možganov. Po opravljeni ekspresijski analizi smo razvili statistični 
model. 
Pred obdelavo podatkov s statističnim modelom pa smo opravili osnovno opisno statistiko. 
Rezultati so prikazani v preglednici 5. 
Preglednica 5: Osnovna statistika za obe pasmi (hibrid 1244 in krško poljski prašič). 
Table 5: Basic statics for both breeds (hybrid 1244 and krško polje pig). 





Srednja vrednost 461.026,25 Srednja vrednost 1.649.252,07 
Standardni odklon 443.218,14 Standardni odklon 2.552.746,77 
Minimum 405,04 Minimum 870,71 







Srednja vrednost 44.063,93 Srednja vrednost 309.325,58 
Standardni odklon 48.984,39 Standardni odklon 515.278,44 
Minimum 118,50 Minimum 83,08 
Maksimum 168.814,39 Maksimum 1.728.073,38 
Razmerje Srednja vrednost 13,77 Srednja vrednost 10,17 
Standardni odklon 8,29 Standardni odklon 4,77 
 Minimum 4,42 Minimum 0,32 
Maksimum 49,60 Maksimum 22,85 
* - WT (ang. wild type)  dolga oblika TFAM mRNA 
+ - Označuje število opazovanj (šest tkiv × šest živali vsake pasme) 
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Iz podatkov v preglednici 5 je opaziti, da je absolutno izražanje TFAM gena pri hibridih 1244 
višje kot pa pri krško poljski prašičih. Je pa razvidno tudi, da je razmerje med dolgo in kratko 
obliko TFAM mRNA različno. Srednja vrednost razmerja pri Krško poljskem prašiču je višja, 
iz česar sklepamo, da je izražanje alternativno izrezane mRNA molekule manjše kot pri 
hibridu 1244. 
Preglednica 6: Izračun standardnih napak in P-vrednosti vplivov uporabljenih v 
statističnem modelu. 
Table 6: Standard errors and P-values. 
Tkivo Ocena Standardna 
napaka 
P-vrednost 
Srčna mišica -3,4774 1,4672 0,01779 
Jetra 0,5286 1,6107 0,74277 
m. semimembranosus -6,9718 1,3603 2,97×10-7 
m. semispinalis capitis -4,6666 1,4319 0,00112 
Vranica -3,1301 1,4773 0,03411 
Pasma 4,0909 0,8021 3,40×10-7 
Preglednica 6 prikazuje rezultate statistične analize s prej omenjenim modelom (3). V 
zadnjem stolpcu so navedene P vrednosti, ki govorijo o statistični značilnosti vpliva 
uporabljenega v modelu. V našem primeru so vsi vplivi statistično značilni, kar govori o tem, 
da ima vrsta tkiva in pasma vpliv na razmerje med dolgo in kratko TFAM mRNA molekulo. 
4.3 KORELACIJA MED IZRAŽANJEM TFAM IN MITOHONDRIJSKO 
AKTIVNOSTJO 
V naši raziskavi smo se tudi odločili preveriti kakšna je korelacija med mitohondrijsko 
aktivnostjo in absolutno količino izražene dolge oblike TFAM mRNA v mišici 
semimembranosus in v mišici semispinalis capitis. Mitohondrijsko aktivnost smo merili na 
podlagi aktivnosti citokrom oksidaze (kompleks IV). Citokrom oksidaza je velik 
transmembranski kompleks proteinov, ki ga najdemo v membrani mitohondrijev 
evkariontov. Po izolaciji mitohondrijev iz mišic smo za merjenje aktivnosti citokrom C 
oksidaze uporabili komercialni komplet podjetja BioVision. Meritve smo opravili 
kolorimetrično na aparaturi podjetja Tecan in podatke analizirali s programom Magellan™. 
Slika 25 prikazuje kakšna je korelacija med številom dolge oblike TFAM mRNA in 
aktivnostjo citokrom oksidaze v mišici semimembranosus in mišici semispinalis capitis. 
Opazimo lahko, da je korelacija pozitivna in eksponentna. Aktivnost citokrom oksidaze pa 
sovpada tudi s tipom mišice, saj je razvidno da je aktivnost višja pri semispinalis capitis, ki 
je oksidativna mišica in nižja pri mišici semimembranosus, ki je bolj glikolitična mišica. 
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Slika 26 pa prikazuje korelacijo med številom dolge oblike TFAM mRNA in aktivnostjo 
citokrom oksidaze v obeh prej omenjenih mišicah (SSC in SM) vendar ločeno po pasmah. 
Prikazano je, da je korelacija pozitivna in eksponentna, kar spet potrjuje pomembno vlogo 
TFAM v biogenezi in aktivnosti mitohondrijev. 
 
Slika 25: Korelacija med aktivnostjo citokrom c oksidaze in številom molekul dolge oblike 
TFAM mRNA med mišicama. 
Modra barva predstavlja m. semimembranosus oranžna barva pa predstavlja m. semispinalis capitis. 
Figure 25: TFAM mRNA and cytochrome c oxidase correlation between muscles. 
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Slika 26: Prikaz korelacije med aktivnostjo citokrom c oksidaze in številom molekul dolge 
oblike TFAM mRNA med pasmama. 
Trikotniki modre barve predstavljajo vrednosti za hibrid 1244; oranžni krogi pa predstavljajo vrednosti za 
pasmo krško poljski prašič. 
Figure 26: Absolute quantity of TFAM mRNA and cytochrome c oxidase correlation 
between breeds. 
Blue triangles represent values for hybrid 1244; orange circles represent values for krško polje breed.  
4.4 STRUKTURA PROTEINA TFAM IN VPLIV ALTERNATIVNEGA 
IZREZOVANJA 
Protein TFAM je transkripcijski faktor in sodeluje pri podvojevanju mitohondrijske DNA. 
Z bioinformatskimi metodami, s pomočjo programa 3D SWISS-MODEL (Arnold in sod. 
2006), smo lahko določili zgradbo in 3D strukturo proteina, ki nastane iz alternativno 
izrezane mRNA. Prvotni, ne-izrezani, protein je sestavljen iz dveh HMG enot (and. HMG 
box), ki sta označeni s HMG box 1 in HMG box 2 in povezovalca (ang. linker) med HMG 
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Po bioinformatski 3D analizi naše sekvence, ki je alternativno izrezana, smo ugotovili, da 
proteinu manjka HMG enota 1 in povezovalec. Kar lahko vodi do nefunkcionalnosti ali pa 
slabo funkcionalnost proteina TFAM. Na sliki 27 je s črko B označen protein, ki nastane iz 
alternativno izrezane TFAM mRNA. V primerjavi s 3D sliko na levi (označeno s črko A) 
lahko opazimo, da proteinu na desni manjka HMG enota 1 in povezovalec med obema HMG 
enotama. 
Slika 27: Prikaz 3D modela TFAM proteina.  
S črko A) je označena 3D struktura proteina, ki nastane iz ne-izrezane mRNA; s črko B) pa je označena 3D 
struktura proteina, ki nastane iz alternativno izrezane TFAM mRNA. 
Figure 27: 3D model of TFAM protein.  
A) represents wild type TFAM protein structure; B) represents alternatively spliced TFAM protein structure. 
4.5 EKSPRESIJSKA ANALIZA GENOV, KI SODELUJEJO PRI BIOGENEZI 
MITOHONDRIJEV 
Zaradi kompleksnosti procesa kot je biogeneza mitohodrijev, smo eksperimentalno preverili 
vpliv le nekaterih sodelujočih genov. S statističnimi metodami smo preverili statistično 
značilnost podatkov. Za izračun ekspresije genov v različnih tkivih smo morali uporabiti tudi 
endogene kontrole (ang. house keeping genes). Za izdelavo mreže regulatornih poti 
kandidatnih genov pa smo uporabili program Cytoscape (version 3.3.0) (Shannon in sod., 
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4.5.1 Analiza regulatornih poti 
Informativno analizo regulatornih poti smo naredili s spletnim programom GeneMANIA 
(Warde-Farley in sod. 2010). Program nam je prikazal interkacijske poti med geni (slika 28), 
ko-ekspresijo, ko-lokalizacijo, genetsko interakcijo in predvidevane povezave glede na baze 
podatkov po katerih išče. 
 
Slika 28: Slika prikazuje infromativno analizo regulatornih poti. 
Ustvarili smo jo s spletnim programom GeneMANIA. Rumene črte predstavljajo predvidevane regulatorne 
poti, ki jih program pridobi iz različnih baz podatkov. Z rožnato barvo so ponazorjene znane interakcije med 
geni, z zeleno barvo so ponazorjene znane regulatorne poti; vijolična barva ponazarja ko-ekspresijo med geni; 
modra barva označuje ko-lokalizacijo med geni in zelena barva ponazarja genske interakcije. 
Figure 28: Analysis of regulatory pathways. 
(made by internet programme Gene MANIA). Yellow lines represent regulatory pathways which the program 
obtains from various databases. Pink lines represent known gene interaction, known regulatory pathways are 
marked with green, purple represents gene co-expression, blue marks gene co-localisation and green marks 
gene interactions. 
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S programom Cytoscape  (Shannon in sod., 2003) smo naredili analizo regulatornih poti z 
ekspresijskimi podatki, ki smo jih pridobili z metodo qPCR. Spodaj so prikazani podatki v 
obliki mrežnih slik, kjer so z modro barvo označeni geni, ki so povezovalniki, siva barva 
označuje vozlišča, črte pa robove. Na sliki 29 je prikazana mreža med geni, kjer pride do 
povezav. 
 
Slika 29: Analiza regulatornih poti genov, katere smo izbrali v naši študiji.  
Na sliki so prikazane poti med geni, prvimi in drugimi »sosedi«. Vidna je pomembnost genov PPARGC1A, 
SIRT1 in NRF1. 
Figure 29: Analysis of candidate gene regulatory pathway.  
Figure show pathways between genes, first and second »neighbors«. The importance of PPARGC1A, SIRT1 
and NRF1 is hown. 
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Slika 30: Prikaz celotne mreže regulatornih poti genov, ki so povezani z našimi kandidatnimi 
geni (označeni z modro barvo). 
Figure 30: Entire network of gene regulatory pathways that are associated with our candidate 
genes (marked with blue). 
4.5.2 PCA analiza izražanja kandidatnih genov (ang. Principal Component Analysis) 
PCA analizo smo opravili s statističnim programom RStudio (Version 0.99.484). Ta analiza 
uporablja ortogonalne transformacije, da pretvori možne korelacije med podatki v vrednosti, 
ki so linearno nekorelirane – glavne komponente. Število glavnih komponent je lahko enako 
ali manjše od prvotnega števila spremenljivk. Glavne komponente so ortogonalne, ker so 
eigenvektorji matrice kovarianc; ta pa je simetrična. 
V našem primeru smo analizirali podatke iz ekspresijske študije vseh kandidatnih genov. 
PCA analizo smo najprej izdelali v dvodimenzionalnem območju (2D) potem pa še v treh 
dimenzijah (3D). Pri analizi v 2D prostoru je na grafu razvidnih šest skupin (vsaka skupina 
predstavlja podatke ekspresije kandidatnih genov v določenem tkivu), ki pa se močno 
prekrivajo (slika 31). 
Renčelj A. Genetsko ozadje uravnavanja biogeneze mitohondrijev. 




Slika 31: Prikaz dvodimenzionalnega grafa s pomočjo PCA analize. 
Figure 31: Two dimensional graph of PCA analysis. 
Pri 3D PCA analizi pa smo ugotovili, da se delno prekrivajo samo skupine, ki predstavljajo 
ekspresijske podatke kandidatnih genov v treh mišicah, in sicer srčni mišici, m. semispinalis 
capitis in m. semimembranosus. Iz tega lahko sklepamo, da je ekspresija v teh tkivih dokaj 
podobna (slika 32). 
 
PC2 (10,5% pojasnjene variance) 
PC1 (61,4% pojasnjene variance) 
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Slika 32: Prikaz 3D grafa PCA analize.  
Na grafu so razvidni grozdi, kjer se rezultati ekspresijke študije združijo v skupine glede na tip tkiva. Prikazanih 
je šest skupin, kolikor je tudi tkiv. 
Figure 32: 3D graph of PCA analysis.  
Tissue clustering is shown in our results. There are six groups clusterd by tissue. 
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4.5.3 Analiza koreliranega izražanja kandidatnih genov 
Statistično analizo smo opravili s programom RStudio (Version 0.99.484) in ANOVA 
statističnim paketom. Za izračun statistično značilnih podatkov smo za ANOVA analizo 
uporabili tudi podatke iz analize regulatornih poti z upoštevanjem interakcij med 
posameznimi geni. 
Pri statistični analizi ANOVA za gen PPARGC1A smo kot vplive uporabili pasmo, tkivo, 
SIRT1 gen in NRF1 gen. Za gen POLG smo za vplive pri ANOVA analizi uporabili tkivo in 
pasmo; pri genu NRF1 smo v analizo vključili tkivo, vpliv genov PPARGC1A, NRF2 in 
TFAM. Statistična analiza ANOVA je pokazala, da na izražanje gena NRF2 statistično 
značilno vpliva tkivo in gen NRF1, kar tudi dokazujejo rezultati analize regulatornih poti.  
Preglednica 7: ANOVA za izbrane kandidatne gene. 
Table 7: ANOVA for candidate genes. 
 F vrednost P vrednost 
PPARGC1A   
Pasma 59,839 5,3910-13 
Tkivo 142,366 < 210-16 
SIRT1 43,312 4,2110-10 
NRF1 21,340 6,9810-6 
SIRT1*NRF1 11,080 0,00104 
Pasma*Tkivo 9,239 5,5310-8 
POLG   
Tkivo 31,378 < 210-16 
Pasma 15,043 0,000143 
Tkivo*pasma 8,526 2,4910-7 
NRF1   
Tkivo 9,782 2,2210-8 
PPARGC1A 50,651 1,9110-11 
NRF2 4,221 0,0412 
TFAM 3,222 0,0741 
NRF2   
Tkivo 37,36 < 210-16 
NRF1 14,34 0,000201 
TFAM   
Pasma 4,266 0,0402 
Tkivo 166,602 < 210-16 
Se nadaljuje 
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 F vrednost P vrednost 
NRF1 21,993 5,110-6 
Pasma*Tkivo 11,855 4,910-10 
LONP   
Tkivo 38,066 < 210-16 
Pasma 7,561 0,00652 
Tkivo*Pasma 17,072 5,0110-14 
SIRT1   
Tkivo 15,571 < 210-16 
PPARGC1A 147,325 6,510-13 
Tkivo*PPARGC1A 8,577 2,2610-7 
OMA1   
Tkivo 35,12 < 210-16 
TWNIKLE   
Tkivo 38,51 < 210-16 
Pasma 15,7 0,000104 
Tkivo*Pasma 15,73 4,9610-13 
 
S statistično analizo ANOVA smo potrdili, da na izražanje gena TFAM najbolj vplivajo 
pasma, tkivo in NRF1. To smo potrdili tudi z analizo regulatornih poti, saj je NRF1 faktor, 
ki direktno vpliva na izražanje TFAM (razvidno tudi na sliki 7). Nadaljnja statistična analiza 
je pokazala, da v našem primeru na izražanje gena LONP vplivata smo tkivo in pasma kar 
velja tudi za gen TWNIKLE; tkivo je edino statistično značilen vpliv na izražanje gena OMA1.  
Pri statistični analizi podatkov za kandidatni gen SIRT1 smo kot neodvisne spremenljivke 
uporabili gen PPARGC1A in tkivo. Pasma je bila pri analizi statistično neznačilna zato je 
nismo uporabili. Ob pregledu mreže regulatornih poti pa smo potrdili, da na izražanje gena 
SIRT1 vpliva gen PPARGC1A (slika 29). 
4.6 TRANSMISIJSKA ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA 
Na spodnjih slikah (slika 33, 34, 35 in 36) so prikazani rezultati slikanja vzorcev mišic 
semispinalis capitis in  semimebranosus s transmisijskim elektronskim mikroskopom. Na 
slikah so razvidne sarkomere in njihovi sestavni deli; Z linije in H območje. Z linije 
predstavljajo tanke filamente mišice v H območju pa se nahajajo debeli filamenti. 
Mitohondiji se nahajajo med miofibrilami. Opazi se razlika v številu in velikosti 
mitohondrijev med obema mišicama. Z ImageJ programom smo prešteli, da je v povprečju 
pri m. semispinalis capitis 28 mitohondrijev na 81 m2 pri m. semimebranosus pa 17 
mitohondrijev na 81 m2, kar dokazuje razliko med oksidativnim in glikolitičnim tipom 
Nadaljevanje preglednice 7 
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mišice in potrjuje, da je število mitohondrijev odgovorno za izoblikovanje tipa mišičnih 
vlaken. 
 
Slika 33: Rezultati transmisijske elektronske mikroskopije.  
Na sliki so prikazana miofibrile, ki so vzdolžno rezane, sarkomere (označene z belo puščico) in mitohondriji 
(označeni s temno sivo puščico). Vzorec (2SSC) je odvzet iz mišice semispinalis capitis, ki je oksidativnega 
tipa. 
Figure 33: Transmission electron microscopy results.  
Photograph shows myofibrils (white arrow) and mitochondria (dark gray arrow). Sample (2SSC) is collected 
from semispinalis capitis muscle which is oxidative type. 
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Slika 34: Vzdolžni prerez mišice semispinalis capitis. 
Figure 34: Longitudinal section of semispinalis capitis muscle. 
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Slika 35: Vzdolžni prerez mišice semimembranosus (vzorec 3SM).  
Vidne so miofibrile in mitohondriji, ki se nahajajo med miofibrilami. 
Figure 35: Longitudinal section of semimebranosus muscle (sample 3SM).  
Myofibrils and mitochondria are seen. 
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Slika 36: Vzdolžni prerez mišice semimembranosus (vzorec 6SM). 
Figure 36: Longitudinal section of semimebranosus muscle (sample 6SM). 
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Biogeneza mitohondrijev je proces pri katerem nastajajo mitohondriji v celici. Ta proces 
sprožijo različni signali, kot na primer celični stres ali aerobna telovadba. V biogenezi 
mitohondrijev sodelujejo različni geni, ki so kodirani v jedrni DNA in v mitohondrijski DNA. 
Znano je, da je PPARGC1A zelo pomemben regulator mitohondrijske biogeneze, saj ko-
aktivira izražanje gena NRF2 nato pa kompleks PGC-1 in NRF2 koaktivirata izražanje 
gena NRF1. Ta aktivira izražanje TFAM, ki je pomemben transkripcijski faktor v procesu 
transkripcije mitohondrijskih proteinov. Naloga TFAM je tudi vzdrževanje in zaščita 
mitohondrijske DNA. 
5.1 EKSPRESIJA GENA TFAM 
Glede na osrednjo vlogo TFAM pri transkripciji in replikaciji mtDNA smo se v prvem delu 
raziskave osredotočili na režim izražanja tega gena v različnih tkivih oziroma tipih celic. 
Gen TFAM je sestavljen iz sedmin eksonov, pri prašiču se nahaja na 14. kromosomu, pri 
človeku in miši se nahaja na desetem kromosomu pri podganah pa na dvajsetem kromosomu. 
V naši študiji smo preverili izražanje gena TFAM v šestih različnih tkivih (možgani, srce, m. 
semimembranosus, m. semispinalis capitis, jetra in vranica) pri prašičih hibridih 1244 in pri 
avtohtoni slovenski pasmi Krško poljski prašič. Vsi prašiči so bili moškega spola in zaklani 
med 95 in 105 kg. Tkiva smo vzorčili vedno na istem mestu na klavni polovici in jih tretirali 
z enakimi postopki hranjenja na -80 C in v RNALater ter uporabili standardni postopek 
izolacije RNA. 
Glede na naše prejšnje raziskave (Kunej in sod., 2009) smo preverili tudi stopnjo izražanja 
alternativno izrezane oblike gena TFAM v odvzetih tkivih. Ta tkiva smo izbrali, ker imajo 
različno metabolno stopnjo in različen celični tip. Ob pregledu rezultatov ekspresijske 
analize gena TFAM za kratko (-Ex4) in dolgo (wild type) obliko, lahko predpostavimo, da 
se obe obliki gena TFAM izražata v vseh tkivih pri prašiču. Alternativno izrezovanje TFAM 
se pojavlja tudi pri drugih vrstah (miši, podgane, ljudje...) vendar pa naj bi prišlo do izpada 
eksona 5 (Rantanen in Larsson, 2000; Bruno in sod., 2007). Raziskovalci poročajo, da naj bi 
pri alternativnem izrezovanju TFAM, kjer izpade ekson 5, prišlo do izpada genetskega zapisa, 
ki kodira HMG enoto 2 (ang. HMG box 2) (Rantanen in Larsson, 2000), v našem primeru 
pa pride do izpada nukleotidnega zaporedja v eksonu 4, ki kodira HMG enoto 1 (ang. HMG 
box 1) in del veznega aminokislinskega zaporedja (ang. linker). Ob pregledu rezultatov 
strukturnega modela celotnega proteina TFAM in alternativno izrezanega smo ugotovili, da 
ob izpadu eksona 4 pride do velikega izpada proteinske sekvence in je helična struktura 
proteina močno prizadeta. Ob tem lahko sklepamo, da ima pri prašiču tak protein slabo 
vezavno afiniteto. 
Z izračunom razmerja med dolgo obliko TFAM in kratko (alternativno izrezano), smo 
dokazali, da je količina krajše TFAM RNA molekule manjša kot količina daljše TFAM RNA. 
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S statističnimi analizami smo dokazali, da se to razmerje dolge in kratke TFAM močno 
razlikuje med tkivi in med pasmami. Sklepamo lahko, da je metabolna stopnja v različnih 
tkivih različna, kar pa seveda vpliva na biogenezo mitohondrijev in s tem na ekpresijo gena 
TFAM. 
Ob analizi količine izražene RNA obeh variant TFAM molekul smo ugotovili, da je krajše 
oblike TFAM relativno malo (največ do 15 %) samo v m. semimebranosus je bila stopnja 
izražanja krajše oblike TFAM višja in to kar 29,57 %. Ker smo izražanje obeh oblik TFAM 
testirali v različnih tkivih prihaja do velikih razlik v razmerju kratke in dolge TFAM 
molekule med tkivi, še posebej so visoka razmerja povezana s tkivi, ki imajo visoko 
metabolno stopnjo kot na primer možgani in jetra (Fatouros in sod., 1995; Bélanger in sod., 
2011; Rui, 2014). Velike razlike, ki se kažejo v razmerju med dolgo in kratko obliko TFAM 
pri m. semispinalis capitis in m. semimebranosus bi lahko povezali s predominantnim 
metabolnim tipom mišice (oksidativne mišice in glikolitične mišice). Ob tem pa smo za ti 
dve mišici dokazali močno korelacijo med izražanjem gena TFAM in samo aktivnostjo 
mitohondrijev. 
Kot smo že prej navedli naj bi bila funkcija TFAM tudi nespecifično prekrivanje in s tem 
tudi »pakiranje« mitohondrijske DNA (Wang in sod., 2013), ki ne sme omejevati dostopa 
do DNA med transkripcijo in replikacijo ter faktorjem, ki popravljajo mtDNA. 
Predpostavljamo, da je stopnja izražanja gena TFAM visoka tudi zaradi te funkcije. HMG 
enota 1 ima sekvenčno nespecifično sposobnost povezovanja na mtDNA, HMG enota 2 pa 
ima nizko sposobnost povezovanja na mtDNA (Wong in sod., 2009). Iz tega lahko sklepamo, 
da je vezavna sposobnost tega proteina tako robustna, da je še vedno prisotna tudi, če pride 
do izpada kakšnega dela zaradi alternativnega izrezovanja kot na primer -Ex4 pri prašiču 
ali -Ex5 pri človeku in, da se je mesto kjer lahko nastopi alternativno izrezovanje 
evolucijsko ohranilo. Kunej in sod. (2016) pa so v svoji raziskavi dokazali, da naj bi bile 
točkovne mutacije v genu TFAM pri govedu povezane z nalaganjem večje količine maščob. 
Navajajo, da naj bi bilo izražanje gena TFAM pri govedu povezano z nalaganjem 
intramuskularne in intermuskularne maščobe. Vpliv TFAM na nalaganje intramuskularne 
maščobe in podkožne maščobe pa so Jiang in sod. (2005) potrdili že v svoji raziskavi pri 
govedu F2 generacije križancev Wagyu in Limousin pasem. 
5.2 EKSPRESIJSKA ANALIZA KANDIDATNIH GENOV, KI SO VPLETENI V 
BIOGENEZO MITOHONDRIJEV 
V biogenezo mitohondrijev je vključeno veliko število genov, ki so pomembni kot 
transkripcijski faktorji ali pa kodirajo proteine, ki imajo pomembno funkcijo v tem 
biološkem pojavu. Poleg TFAM smo v naši študiji analizirali in opravili ekspresijsko študijo 
še na osmih drugi genih, ki so bodisi faktorji ali pa kodirajo sestavne proteine v biogenezi 
mitohondrijev. Eden glavnih v verigi biogeneze mitohondrijev je gen PPARGC1A, ki kodira 
transkripcijski koaktivator PPARGC1A in regulira izražanje genov, ki so vpleteni v 
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biogenezo mitohondrijev in energijski metabolizem. PPARGC1A ojača transkripcijo 
določenih genov tako, da se veže neposredno na specifične LXXLL domene. Preko tega 
mehanizma lahko vpliva na izražanje gena NRF-1 (Dorn in sod., 2015). NRF-1 pa aktivira 
transkripcijo genov, ki kodirajo faktorje za transkripcijo in replikacijo mitohondrijskega 
genoma (Gleyzer in sod., 2005). 
Prvotno hipotezo, da mutacije v jedrnih genih vplivajo na biogenezo mitohondrijev, smo 
želeli preveriti z orodji, ki so bila dostopna v času nastajanja disertacije. Po identifikaciji 
kandidatnih genov za uravnavanje biogeneze mitohondrijev z bioinformacijskimi metodami 
smo ugotovili, da komercialno dostopna orodja (SNP čip) pokrivajo le zelo majhen del 
variabilnosti v kandidatnih genih pri prašiču. Analiza komercialnega čipa je pokazala, da 
vsebuje le štiri polimorfizme v treh kandidatnih genih (PPARGC1A, POLG in OMA1), kar 
bi dalo sorazmerno slab vpogled v pomen kandidatnih genov za mitohondrijsko biogenezo. 
Zato smo se odločili za alternativni pristop in oblikovali serijo qPCR testov za vse z 
bioinformacijskimi metodami identificirane kandidatne gene in skušali proučiti kakšne so 
povezave med ravnjo izražanja kandidatnih genov in biogenezo mitohondrijev v različnih 
tkivih in pri dveh različnih genotipih prašičev. Povezavo med mitohondrijsko aktivnostjo in 
izražanjem TFAM pa smo detajlno proučevali na primeru dveh metabolono različnih mišic, 
m. semispinalis capitis in m. semimebranosus.  
Gene, ki smo jih analizirali smo izbrali na podlagi pomembnosti in funkcije pri biogenezi 
mitohondrijev. Skozi prebiranje znanstvenih prispevkov in bioinformatsko obdelavo 
podatkov, ki so prosto dostopni na spletu smo se odločili za ekspresijsko analizo osmih 
genov (PPARGC1A, POLG, NRF1, NRF2, LONP, SIRT1, OMA1 in TWNIKLE). Statistična 
analiza ekspresijske študije osmih genov je pokazala, da je PPARGC1A res prvi in glavni 
akter pri začetku biogeneze mitohondrijev, ki vpliva na NRF1 in SIRT1 saj je statistična 
analiza pokazala močan vpliv PPARGC1A na izražanje teh dveh genov v vseh analiziranih 
tkivih. Po statistični analizi pa smo preverili še medsebojne povezave z analizo regulatornih 
poti in prišli do enakih rezultatov.  
Ker je SIRT1 gen, opisan kot ključni regulator mitohondrijske biogeneze preko deacetilacije 
PPARGC1A (Gurd, 2011) smo se odločili, da naredimo ekspesijsko analizo le-tega. Kot so 
Gerhart-Hines in sod. (2007) zapisali v svoji študiji postane PPARGC1A deacetiliran med 
stradanjem, kar pa povzroči aktivacijo SIRT1 saj le ta sproži izražanje genov, ki so potrebni 
za delovanje mitohondrijev in za oksidacijo maščobnih kislin. V naši šrudiji se je pokazalo, 
da je SIRT1 res eden izmed pomembnih akterjev pri biogenezi mitohondrijev, saj smo s 
statistično analizo dokazali, da je njegovo izražanje značilno v vseh izbranih tkivih. Njegovo 
povezavo s PPARGC1A pa smo dokazali s statističnim modelom kjer je bil vpliv 
PPARGC1A na izražanje SIRT1 statistično značilen. V naslednji analizi, kjer smo analizirali 
regulatorne poti pa se je pokazalo, da sta PPARGC1A in SIRT1 močno povezana kot glavna 
regulatorja (slika 29). Iz slike 29 je razvidno tudi, da PPARGC1A, SIRT1 in NRF1 tvorijo 
glavno skupino akterjev pri biogenezi mitohondrijev, saj tvorijo večino povezav z in med 
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geni, ki so pomembni pri biogenezi mitohondrijev. S statistično analizo pa smo tudi za NRF1 
dokazali, da je njegovo izražanje prisotno in statistično značilno v vseh izbranih tkivih. 
Obenem pa smo dokazali, da je PPARGC1A značilno vplival na izražanje NRF1 s čimer 
lahko potrdimo, da ima PPARGC1A kot glavni akter velik vpliv na izražanje gena NRF1. 
S statističnimi analizami in z analizo regulatornih poti lahko trdimo, da se ob biogenezi 
mitohondrijev PPARGC1A, kot jedrno kodirani gen, prvi izrazi, nato vpliva na izražanje 
NRF1 in NRF2. NRF1 vpliva na izražanje gena TFAM, nastali protein pa se transportira v 
mitohondrij in tam kot transkripcijski faktor ali prekrije mtDNA ali pa sproži prepisovanje 
le-te. Ugotovili smo tudi, da je izražanje ostalih genov (POLG, LONP1, OMA1 IN TWINKLE) 
statistično značilno v vseh izbranih tkivih. S statističnimi modeli pa nismo mogli dokazati 
da so ti geni neposredno povezani z izražanje PPARGC1A, NRF1 in TFAM  oziroma, da 
imajo te trije geni direkten vpliv na izražanje prej omenjenih genov. To smo dokazali tudi z 
analizo regulatornih poti saj so v povezavi kot drugi ali celo tretji (slika 30) »sosed« s prej 
omenjenimi tremi geni.  
Z analizo glavnih komponent (PCA – Principal component analysis) smo nadomestili naše 
podatke z manjšim številom njihovih obteženih vsot, ki jih poimenujemo komponente. Te 
komponente so med seboj linearno nekorelirane. V našem primeru smo naredili obe, 2D in 
3D PCA analizi. Podatki, ki smo jih pridobili v naši študiji, so ustvarili oblake, ki so se 
prekrivali in jih v 2D okolju nismo mogli ločiti med seboj zaradi česar bi lahko napačno 
interpretirali podatke ekspresijske študije. V tri-dimezionalnem okolju pa smo dokazali, da 
se naši podatki prekrivajo pri treh skupinah in sicer podatki za ekpresijo izbranih genov v 
srčni mišici, m. semimembranosus in m. semispinalis capitis. Zaključimo lahko, da je 
ekspresija izbranih genov, ki sodelujejo pri biogenezi mitohondrijev, v teh tkivih zelo 
podobna. Ob tem pa lahko potegnemo tudi vzporednico z metabolizmom v teh treh tkivih.  
Geni, ki so vključeni v biogenezo mitohondrijev so, predvsem preko delovanja PPARGC1A, 
tesno povezani tudi z metabolizmom energije. PPARGC1A preko uravnavanje PPARGC 
(PPAR) in zaradi respiratorne funkcije pri transkripciji TFAM, predstavlja osrednjo 
regulatorno molekulo, ki povezuje ta dva procesa. Biogeneza mitohondrijev in posledično 
sinteza ATP, je pomemben element generiranja kemijsko vezane energije. Po drugi strani pa 
je PPARGC1A preko delovanja mTOR (DEPTOR) in drugih genov, katerih produkti so 
vključeni v skladiščenje energije v obliki maščobnih depojev povezani tudi s procesom 
zamaščevanja. Zamaščevanje pa pri ljudeh povečuje smrtnost in tveganje razvoja različnih 
bolezni kot so inzulinska rezistenca, diabetes tipa 2, kardiovaskularne bolezni in celo rakava 
obolenja (Flegal in sod., 2003; Wang in sod., 2005). Laplante in sod. (2012) so v svoji 
raziskavi dokazali, da povečana ekspresija gena DEPTOR spodbudi transkripcijo genov, 
katere regulira PPARGC1A. Omenjajo še, da so ugotovili da izražanje gena DEPTOR 
spodbudi nastajanje maščobnih celic s spodbujanjem sinteze lipidov. PPARGC1A kot 
transkripcijski faktor,  uravnava glukozno homeostazo in spodbuja oksidacijo maščobnih 
kislin preko spodbujanja mitohondrijske funkcije in biogeneze (Puigserver in sod., 1998). 
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Nenormalna ekspresija PPARGC1A v belih adipocitah je spodbudila povečano izražanje 
UCP-1 proteina (ang. Uncoupling protein 1), povečano izražanje genov, ki kodirajo proteine 
respiratorne verige (citokrom c-oksidaza podenote COX II in IV) in gene, ki kodirajo encime 
za oksidacijo maščobnih kislin (Puigserver in sod., 1998; Tiraby in sod., 2003). Zaradi 
spodbude izražanja teh genov je prišlo do tega, da so bele adipocite pridobile lastnosti rjavih 
adipocit. 
Huang in sod. (2016) so v svoji raziskavi analizirali izražanje AMPK (AMP-aktiviran 
protein kinaza) in PPARGC1A pri Bama Xiang in Landrace prašičih in ugotovili, da je 
stopnja izražanja AMPK in PPARGC1A genov pri Bama Xiang prašičih višja kot pri Landrac 
pasmi. To, da sta sestava mišičnih vlaken in pasma korelirani lastnosti smo preko 
PPARGC1A dokazali tudi mi, saj na stopnjo izražanja tega gena vplivata tako pasma kot 
vrsta tkiva. Število mitohondrijev pa smo dokazali s pol-avtomatsko metodo štetja 
mitohondrijev s transmisijskim elektronskim mikroskopom, kjer smo v oksidativnem tipu 
mišice (m. semispinalis capitis) v povprečju zaznali za 1/4 več mitohondrijev kot v 
glikolitičnem tipu mišic (m. semimebranosus), kar dokazuje, da je število mitohondrijev 
(posledično tudi njihova aktivnost) odgovorna za izoblikovanje različnih tipov mišičnih 
vlaken.  Huang in sod. (2016) so svoje rezultate korelirali z razliko v sestavi mišičnih vlaken 
med pasmama. S tem so pokazali, da imata AMPK in PPARGC1A gena eno poglavitnih vlog 
pri regulaciji nastanka tipa mišičnih vlaken pri prašiču; podobno so dokazali tudi pri ljudeh 
in miših. Liu in sod. (2011) navajajo, da je izražanje gena PPARGC1A, pri tibetanskih 
prašičih, v srčni mišici bila najvišja pri starosti 180 dni. Dodajajo še, da so količine 
PPARGC1A mRNA v srčni mišici in ledvicah višje kot v jetrih in vranici. 
Živalski modeli so pokazali, da preveč hranljiva krma lahko povzroči mitohondrijsko 
abnormalnost pri potomcih. Poročali so, da se zaradi tega zmanjša število kopij mtDNA pri 
potomcih podgan, ki so jih krmili s krmo z visoko vsebnostjo maščob (Taylor in sod., 2005; 
Burgueño in sod., 2013). Pri prašičih pa povečanje krmljenja samic ni imelo pozitivnega 
vpliva na njihove potomce oziroma rast mišic pri njihovih potomcih (McNamara in sod., 
2011; Latouche in sod., 2014). Zaradi upada števila kopij mtDNA v mišicah lahko sklepamo, 
da je mitohondrijska biogeneza in podvojevanje mtDNA spremenjeno. Zou in sod. (2017) 
so v svoji raziskavi dokazali, da visokoenergetska krma, ki jo krmimo materam, povzroči 
upad v izražanju gena PPARGC1A v skeletnih mišicah zarodka. Dokazali so tudi, da se 
posledično pri takih zarodkih zmanjša tudi izražanje NRF1 in TFAM gena. Kar se tiče 
izražanja SIRT1 gena, ki je pomemben regulator v miogenezi in mitohondrijski biogenezi, 
pa so zaznali, da je količina mRNA signifikantno manjša pri zarodkih, katerih mame krmimo 
z visoko energetsko krmo. Enako velja tudi za POLG. 
Povečanje števila mtDNA kopij so Pohjoismäki in sod. (2010) zaznali v prvem letu starosti. 
Xie in sod. (2015) pa so to s svojo študijo samo še potrdili saj so dokazali, da je količina 
mitohondrijske DNA pri novorojenih pujskih bila kar 7-krat manjša v srčni mišici kot pri 
odraslih živalih. Povečanje mtDNA, ki je povezano z rastjo lahko povežemo z nenehno 
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aktivnostjo srčne mišice in z ogromno potrebo po energiji, ki jo ta proces potrebuje. Število 
mtDNA pa začne s staranjem postopoma naraščati tudi v mišičevju, kot na primer PMM 
(psoas major m.) in LDM (longisimus dorsi m.), saj je biogeneza mitohondrijev nesporno 
povezana z razvojem mišičevja in rastjo ter razvojem organizma (Pesce in sod., 2005).  
Renčelj A. Genetsko ozadje uravnavanja biogeneze mitohondrijev. 





 Z metodo qPCR smo pokazali, da se TFAM izraža v dolgi in kratki obliki v vseh 
proučevanih tkivih. Razmerje med dolgo in kratko obliko TFAM se razlikuje med 
tkivi, razlika med KK in hibridom 1244 pa je statistično značilna samo v m. 
Semimebranosus. S tem smo potrdili prvo hipotezo 
 Razlike v razmerju med dolgo in kratko obliko TFAM pri m. semimembranosus in m. 
semispinalis capitis nakazujejo predominantni metabolni tip mišice, kar potrjuje našo 
prvo hipotezo. 
 S PCA analizo izražanja kandidatnih genov, ki so vpleteni v biogenezo 
mitohondrijev smo posredno potrdili prvo hipotezo, da mutacije, ki povzročajo 
spremembo ravni izražanja kandidatnih genov, vplivajo na biogenezo mitohondrijev.  
 Bioinformacijska analiza je potrdila, da je PPARGC1A zaradi največjega števila 
povezav z geni, ki so vključeni v uravnavanje biogeneze mitohondrijev glavni igralec 
v tem procesu. 
 S pozitivno povezavo med aktivnostjo mitohondrijev v m. Semispicalis capitis in m. 
semimembranosus in številom molekul TFAM smo posredno potrdili drugo hipotezo, 
da število in aktivnost mitohondrijev vplivata na izoblikovanje različnih tipov 
mišičnih vlaken. 
 Rezultati transmisijske elektronske mikroskopije potrjujejo razlike v številu in 
velikosti mitohondrijev v m. semimebranosus in m. semispinalis capitis, kar dodatno 
potrjuje drugo hipotezo. 
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7 POVZETEK (SUMMARY) 
7.1 POVZETEK 
Mitohondriji, kot celični organeli, igrajo poglavitno vlogo v celičnem dihanju in pri 
proizvodnji energije. V različnih celicah tkiv se število, velikost in oblika mitohondrijev 
razlikujejo. Glede na tip celice se zaradi tega vrši fuzija ali fisija mitohondrijev. Biogeneza 
mitohondrijev pa je definirana kot rast in podvojevanje mitohondrijev v celici. Da se 
biogeneza mitohondrijev začne vršiti se najprej začnejo izražati jedrni geni, ki kodirajo 
encime, ki so potrebni za replikacijo in transkripcijo mitohondrijske DNA. Ti encimi so nato 
uvoženi v mitohondrij skozi mitohodrijsko membrano. Za koordinirano transkripcijo in 
replikacijo teh encimov pa so pomembni proteini, ki so tudi kodirani v jedrni DNA in jim 
pravimo transkripcijski faktorji. Zaradi zapletenosti biogeneze mithondrijev so v regulacijo 
tega procesa vpleteni številni geni; nekateri od njih so NRF-1, NRF-2, PPARGC1A, TFAM, 
POLG, LONP, SIRT1, OMA1 in TWNIKLE. Nepravilno izražanje teh genov lahko pripelje 
do neučinkovitega delovanja mitohondrijev posledično se zaradi tega zmanjša fiziološka 
sposobnost celice. 
Zaradi sposobnosti alternativnega prepoznavanja eksonov, lahko sesalske celice te eksone 
pri translaciji vključi v mRNA ali pa ne. Pri takem procesu, ki se vrši v izrezovalno 
povezovalnem kompleksu, nastanejo izooblike proteinov, ki imajo spremenjene biološke 
lastnosti. Velikokrat pa se zgodi, da pri sintezi, zaradi alternativnega izrezovanja, prehitro 
pride do stop kodona v mRNA. Zaradi tega pojava nastanejo skrajšani proteini, ki so lahko 
funkcijsko neuporabni. Take napake lahko pri človeku povzročijo bolezni, kot na primer 
spinalna mišična atrofija, različne vrste rakavih obolenj itd. Pri živalih, na primer govedu, 
pa so raziskovalci dokazali nastanek degenerativne aksonopatije; pri prašiču pa so dokazali 
kako zaradi alternativnega izrezovanja pride do petih različnih isoformov proteina glikogen 
sintaza kinaza 3, ki različno delujejo proti glikogen sintazi. 
V naši raziskavi smo iz prašičjih vzorcev (moški spol hibrid 1244 in moške živali avtohtone 
pasme Krško poljski prašič) tkiv (m. semispinalis capitis, m. semimembranosus, srčna mišica, 
možgani, vranica in jetra) izolirali DNA in RNA. Vzorce smo vzorčili v klavnici in jih takoj 
po vzorčenju potopili v tekoči dušik in jih trajno shranili v RNALater zaradi ohranitve 
RNA. Po izolaciji in preverjanju kvalitete izolirane RNA smo le-to prepisali cDNA. Z 
uporabo SYBRGreen-a in TaqMan sond smo spremljali rezultate s pomočjo qPCR 
metode. Za pregled števila mitohondrijev v mišičnih tkivih smo uporabili tehniko 
mikroskopiranja s transmisijskim elektronskim mikroskopom. S pomočjo komercialnega 
kompleta pa smo izmerili aktivnost citokrom c oksidaze v določenih tkivih. 
Ob analizi podatkov, ki smo jih pridobili v naši raziskavi, lahko predpostavimo, da se krajša 
oblika gena TFAM izraža v vseh odvzetih tkivih vendar v majhnih količinah. V našem 
primeru krajši obliki proteina TFAM manjka HMG enota 1, ki je kodirana v eksonu 4 tega 
Renčelj A. Genetsko ozadje uravnavanja biogeneze mitohondrijev. 
    Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2017 
 
71 
gena. Zaradi tega izpada pride do močno prizadete helične strukture proteina. Sklepamo 
lahko, da ima tak protein slabo vezavno afiniteto. Ker se razmerja v izražanju TFAM RNA 
molekule zelo razlikujejo med tkivi in med pasmami nam kaže na to, da je metabolna stopnja 
v različnih tkivi različna kar pa seveda vpliva na biogenezo mitohondrijev. 
S statistično in bioinformatsko obdelavo podatkov ostalih izbranih kandidatnih genov 
(PPARGC1A, POLG, NRF1, NRF2, LONP, SIRT1, OMA1 in TWNIKLE) v naši ekspresijski 
študiji, smo pokazali, da je PPARGC1A res eden glavnih in prvih akterjev, ki so pomembni 
v začetni fazi mitohondrijske biogeneze. PPARGC1A nato vpliva na NRF1 in SIRT1, kar je 
pokazala analiza regulatornih poti. Za ostale gene (POLG, LONP1, OMA1 in TWNIKLE) 
nismo mogli dokazati, da so direktno povezani z izražanjem PPARGC1A, NRF1 in TFAM.  
7.2 SUMMARY 
Mitochondria play a key role in cellular respiration and energy production. Number, size and 
shape of mitochondria varies in different tissue. Because of these differences mitochondria 
constantly undergo actions of fission and fusion. Biogenesis of mitochondria is defined as 
growth and division of mitochondria in cells. In order to initiate mitochondrial biogenesis, 
nuclear genes must be expressed, which code proteins that are important for mtDNA 
replication and transcription. These proteins are imported into mitochondrion through its 
membrane. For coordinated transcription and replication of these enzymes, DNA encoded 
transcription factors are expressed. Due to the complexity of mitochondrial biogenesis, many 
genes are involved in the regulation of this process; some of them are:  NRF-1, NRF-2, 
PPARGC1A, TFAM, POLG, LONP, SIRT1, OMA1 in TWNIKLE. Improper expression of 
these genes can lead to mitochondrial inefficiency and consequently reduce the physiological 
ability of the cell. 
Due to ability to alternatively recognize exons, the mammalian cells can include this exons 
in translated mRNA or not. This process is carried out on spliceosome. Protein isoforms, 
that undergo alternative splicing, have altered biological function. Pre-mRNA that 
undergoes alternative splicing can synthesize proteins that have be functionally useless. Such 
defects can cause diseases in humans, such as spinal muscular atrophy, various cancers etc. 
In animals, for example cattle, researchers have demonstrated the formation of degenerative 
axonopathy; in pigs, researchers have demonstrated that, due to alternative splicing, five 
different isoforms of protein Glycogen synthase kinase 3 are formed. 
In our research, we isolated DNA and RNA from six different pig (male hybrid 1244 and 
male krško polje breed) tissue. Samples were collected in commercial slaughterhouse and 
instantly frozen in liquid nitrogen and permanently stored in RNALater for RNA 
conservation. After RNA isolation we have reversed transcribed total RNA to cDNA. For 
expression analysis we have use real time qPCR with SYBRGreen and TaqMan 
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chemistry. Number of mitochondria in muscle was counted using transmission electron 
microscope. Activity of cytochrome c oxidase was measured with commercial kit. 
By analysing our data, we can assume that shorter TFAM isoform is expressed in all 
examined porcine tissues. In our case, the shorter TFAM protein is missing HMG box 1, 
which is encoded in exon 4. We have developed a secondary structure model of alternatively 
spliced TFAM and we can conclude, that in pig the larger part of helical structure is abolished 
and DNA binding affinity of a protein is affected. Because of expression variation of TFAM 
in different pig tissues and pig breeds, it shows us the difference in tissue metabolism which 
influences on mitochondrial biogenesis. 
With statistical and bioinformatics analysis of expression of other eight selected genes 
(PPARGC1A, POLG, NRF1, NRF2, LONP, SIRT1, OMA1 in TWNIKLE), we have shown 
that PPARGC1A is one of the first and most important genes in first steps of mitochondrial 
biogenesis. PPARGC1A influences on NRF1 and NRF2 which was shown with pathway 
analysis. For other genes (POLG, LONP1, OMA1 and TWNIKLE) we could not show that 
are directly connected with PPARGC1A, NRF1 and TFAM expression. 
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